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Il dolore rappresenta l’insieme delle sensazioni somatiche associate ad un danno tissutale 
in atto o potenziale o espresse in relazione a tale danno (IASP, 1986). Si tratta di un 
meccanismo di difesa dell’organismo che è mediato da un sistema che si estende dalla 
periferia, tramite le terminazioni di neuroni sensoriali (nocicettori), fino alla corteccia 
cerebrale, passando attraverso le corna dorsali del midollo spinale.  
Quando il danno si verifica a livello del sistema nervoso, senza il coinvolgimento dei 
nocicettori, si parla di dolore neuropatico: questo ha origine da un’anomalia anatomica o 
funzionale del meccanismo di segnalazione del dolore (Chong and Bajwa, 2001). La 
disfunzione dell’attività neurologica che ne deriva provoca sensazioni dolorose che 
compromettono la qualità di vita di coloro che ne soffrono in molti aspetti come il sonno, 
l’umore, l’abilità al lavoro e le relazioni interpersonali (Galer et al., 2000). 
Una delle principali cause del dolore neuropatico è la neuropatia diabetica (Diabetic 
Neuropathy, ND), una complicanza a lungo termine del diabete mellito: si parla, infatti, di 
neuropatia diabetica dolorosa (Painful Diabetc Neuropathy, PDN). Si stima che il 10% dei 
pazienti diabetici sviluppino dolore neuropatico e che nel 2030 almeno 48 milioni di 
persone avranno di queste problematiche (Callaghan et al., 2012).  
Purtroppo il meccanismo con cui si manifesta il dolore neuropatico è alquanto sconosciuto: 
l’ipotesi più accreditata è che nella PDN si verifichino una ipereccitabilità e una iperattività 
spontanea delle fibre afferenti primarie dei neuroni delle corna dorsali del midollo spinale 
che porta a deficit sensitivi, come iperalgesia (eccessiva risposta ad uno stimolo che è 
normalmente doloroso) e allodinia (quando uno stimolo non doloroso suscita una 
sensazione dolorifica) (Todd, 2010). 
Proprio per le scarse conoscenze sulla sua origine, il dolore neuropatico viene trattato con 
farmaci che alleviano soltanto la sensazione dolorifica (come analgesici, antiinfiammatori 
non steroidei, antidepressivi triciclici ed oppiacei), ma che purtroppo non risolvono il 
problema all’origine (Gore et al., 2007; Callaghan et al., 2012). 
Osservazioni cliniche suggeriscono che gli ormoni sessuali possono avere un ruolo nella 
patogenesi e nel decorso clinico della PDN e che quindi potrebbero, potenzialmente, essere 
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utilizzati nella pratica terapeutica: le donne percepiscono più dolore degli uomini, hanno 
un maggior rischio di sviluppare il dolore cronico (Fillingim and Gear, 2004) ed hanno 
meno controllo inibitorio del dolore durante le fasi mestruali e luteali (Julien et al., 2005). 
La rilevanza degli ormoni sessuali è stata dimostrata anche in modelli animali: ratti maschi 
castrati presentano una significativa riduzione della soglia del dolore, la quale torna a 
livelli normali dopo somministrazione di testosterone (Jaiprakash and Vilas, 1995). Si è 
inoltre notato che la somministrazione sottocutanea del testosterone e dei suoi derivati 5α-
ridotti, il diidrotestosterone (DHT) e il 5α-androstano-3α,17β-diolo (3α-diolo), protegge 
dall’iperalgesia termica valutata mediante il tail-flick e il paw-lick test nei ratti 
gonadectomizzati rispetto ai loro controlli non sottoposti a gonadectomia (Edinger and 
Frye, 2005). 
L’insieme di queste evidenze suggerisce che il testosterone e i suoi metaboliti 5α-ridotti 
potrebbero esplicare una azione neuroprotettiva nei confronti della PDN. 
Sulla base di queste osservazioni, lo scopo di questa tesi è stato quello di studiare i 
meccanismi molecolari alla base dell’insorgenza della PDN e di valutare i possibili effetti 
analgesici del DHT e del 3α-diolo in un modello animale di diabete mellito.  
La patologia è stata indotta tramite un’iniezione intraperitoneale di streptozotocina (STZ) 
in ratti maschi adulti di ceppo Sprague-Dawley. Gli animali sono stati trattati a giorni 
alterni, per 30 giorni, con DHT, 3α-diolo o con il solo veicolo di scioglimento (olio di 
sesamo) e gli effetti del trattamento sono stati valutati sia mediante studi comportamentali 
sia analizzando diversi parametri neurotrasmettitoriali e neuroinfiammatori coinvolti nella 
generazione, amplificazione e mantenimento della sensazione dolorifica.  
I risultati ottenuti dopo 30 giorni dall’induzione della patologia diabetica mostrano come il 
DHT e il 3α-diolo migliorino il decorso della patologia, il primo agendo soprattutto 
sull’iperalgesia meccanica e sui parametri correlati alla trasmissione dell’impulso nervoso, 
il secondo agendo sull’allodinia tattile e sulla neuroinfiammazione.  
Il DHT sembra esercitare un effetto analgesico aumentando la soglia dolorifica misurata 
con il test di Randall Selitto (test che valuta prevalentemente l’iperalgesia meccanica) e 
contrastando quei meccanismi alla base dell’ipereccitabilità neuronale responsabile della 
generazione, propagazione e amplificazione della sensazione dolorifica che si osserva negli 
animali diabetici: in particolare, l’aumento dell’espressione delle proteine pre-sinaptiche 
Sinapsina-1 e Sintaxina-1, l’aumento della fosforilazione attivante a carico della subunità 
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GluN2B del recettore NMDA, l’aumento del rilascio di glutammato dalle afferenze 
sensoriali primarie. Inoltre il DHT è anche in grado di ridurre l’astrogliosi che caratterizza 
la PDN e di diminuire l’espressione della citochina anti-infiammatoria interleuchina-1 beta 
(IL-1β), esplicando così una blanda azione anti-infiammatoria. 
Il trattamento con 3α-diolo, invece, sembra diminuire l’allodinia tattile, misurata con il test 
di Von Frey, e la risposta neuroinfiammatoria: si osserva una riduzione dell’espressione 
della Sostanza P (SP) nei corpi cellulari delle afferenze sensoriali primarie, che correla con 
lo spegnimento della reattività astrogliale e con la diminuzione di espressione di molecole 
coinvolte in processi infiammatori, quali il tool-like receptor-4 (TLR4), il fattore di necrosi 
tumorale α (TNFα), l’ interleuchina-1 beta (IL-1β), il fattore di crescita trasformante beta 1 
(TGF-β1) e il traslocatore proteico da 18 kDa (TSPO). 
Complessivamente questi risultati suggeriscono che il DHT e il 3α-diolo utilizzano diversi 
meccanismi d’azione per esercitare il loro effetto analgesico nella PDN. Infatti come 
ampiamente dimostrato dalla letteratura il DHT interagisce con il recettore AR, mentre il 
3α-diolo con il recettore degli estrogeni (ER- β ) o con il recettore GABA-A (Roselli et al., 
1987; Frye et al., 1996; Gee et al., 1998). A supporto di questa ipotesi nel nostro 
laboratorio sono stati condotti alcuni studi utilizzando un modello sperimentale in vitro di 
colture cellulari primarie di DRG che hanno permesso di osservare un effetto inibitorio 
specifico sull’espressione della SP mediato dal recettore GABA-A.  
In conclusione, il lavoro svolto in questa tesi, ha permesso di comprendere meglio la 
patogenesi e la dinamica molecolare alla base dell’insorgenza della PDN e di dimostrare 
che i metaboliti 5α-ridotti del testosterone sono efficaci, seppur con meccanismi diversi, 
nell’alleviare la sensazione dolorifica nelle sue varie componenti e che quindi potrebbero 




17β-E2:  17β-estradiolo 
3α-diolo:  5α-androstano-3α,17β- diolo 
3α-HSD:  3α- idrossisteroido deidrogenasi  
3α,5α-THP:  tetraidroprogesterone o allopregnanolone  
3β-HSD:  3β-idrossisteroido deidrogenasi  
5α-R:   5α-reduttasi  
A-R:   aldoso reduttasi 
ACTH:  ormone adrenocorticotropo  
AD:   alzheimer 
AE:   amminoacidi eccitatori  
AGEs:   prodotti avanzati della glicazione  
AMPA: acido α-amino-3-idrossi-5-metil-4-isossazol propionico 
AR:   recettore degli androgeni 
ARIs:   inibitori dell’A-R 
ARO:    aromatasi P450  
AVM:   malformazione atro venosa 
DAG :   1,2-diacilglicerolo  
DAN:   neuropatia diabetica autonomica 
DCCT :  Diabetes Control and Complication Trial  
DHEA:  deidroepiandosterone  
DHEAS  deidroepiandosterone solfato 
DHP.   diidroprogesterone  
DHT:   diidrotestosterone 
DM:   diabete mellito 
DNA:  acido desossiribonucleico 
DRG: gangli delle radici dorsali  
DSPN:   polineuropatia sensomotoria distale simmetrica 
EAE:   encefalomielite autoimmune sperimentale 
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EMG:   elettromiografia 
ER:   recettore degli estrogeni 
G-p:   proteina G 
GABA-A: recettore di tipo A dell’ acido gamma-aminobutirrico 
GABA: acido gamma-aminobutirrico 
GluN1:  subunità NR1 del recettore NMDA 
GluN2A:  subunità NR2A del recettore NMDA 
GluN2B:  subunità NR2B del recettore NMDA 
GLUT-4:  trasportatore di glucosio di tipo 4 
GPR30:  recettore 30 accoppiato alle proteine G 
HLA:   human leukocyte antigen 
IDDM:  diabete insulino-dipendente 
IGF-1: fattore di crescita insulino simile di tipo 1  
IgG:   immunoglobulina G 
IL-1:   interleuchina 1 
IL-1β:   interleuchina-1 beta  
IL-6:   interleuchina 6 
IL-8:   interleuchina 8 
IL-10:   interleuchina 10 
IRS-1:   substrato-1 del recettore dell’insulina  
LDL: lipoproteine a bassa densità  
MHC:   complesso maggiore di istocompatibilità  
MPTP:  1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina  
NAD:   nicotinammide adenina di nucleotide 
NADPH:  nicotinammide adenina dinucleotide fosfato 
NCV:  velocità di conduzione nervosa 
ND:   neuropatia diabetica  
NF-kB :  fattore nucleare kB  
NIDDM:  diabete non insulino-dipendente 
NK1R: recettore della neurochinina 1 
NMDA:  N-Metil-D-Aspartato 
NO:  monossido di azoto 
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P2X:   recettore purinergico dell’ATP  
P450scc:  citocromo P450 che taglia la catena laterale del colesterolo  
PAI-1:   inibitore-1 dell’attivatore del plasminogeno  
PD_   Parkinson 
PD-1:   proteina della morte programmata 1 
PDN:   neuropatia diabetica dolorosa  
pGluN1:  subunità NR1 fosforilata del recettore NMDA 
pGluN2B:  subunità NR2B fosforilata del recettore NMDA 
PKC:   proteina chinasi C 
PR:   recettore del progesterone 
PREG:   pregnenolone 
PREGS:  pregnenolone solfato 
PROG:  progesterone 
PSD-95:  proteina della densità post-sinaptica 95 
RAGEs:  recettori per i prodotti avanzati della glicazione  
RNS: radicali liberi dell’azoto 
ROS: radicali liberi dell’ossigeno  
SDH:   sorbitolo deidrogenasi 
SNC:   sistema nervoso centrale 
SNP:   sistema nervoso periferico 
SP:   sostanza P 
StAR:   proteina regolatrice della steroidogenesi acuta  
STZ:   streptozotocina 
TGFβ-1  fattore di crescita trasformante beta 1 
TIF:   soglia di ritrazione della zampa 
TLR-4:  tool-like receptor-4 
TNFα:   fattore di necrosi tumorale α  
tPA:   attivatore tissutale del plasminogeno  
TSPO:   traslocatore proteico da 18 kDa,  
UDP-GlcNAc: uridina-difosfato-N-acetil-glucosamina 
UKPDS:  UK Prospective Diabetes Study 
VEGF:  fattore di crescita dell’endotelio vascolare  




1.1. DIABETE MELLITO 
Il termine “diabete mellito’’ (DM) identifica un gruppo di disordini metabolici 
caratterizzati da elevati livelli di glucosio nel sangue (iperglicemia). In generale il DM è 
causato da una complessa interazione tra fattori genetici e ambientali, che portano ad 
un’insufficiente secrezione e/o ad una diminuita azione insulinica.  
Tale patologia è una delle più diffuse malattie endocrine ed il suo tasso di morbosità è in 
continuo aumento. Si calcola che circa il 5% della popolazione mondiale sia affetta da DM 
ed ancor più allarmanti sono i dati relativi al suo progressivo aumento di incidenza: nel 
1985 i malati in tutto il mondo erano 30 milioni, nel 1995 135 milioni, nel 2001 circa 177 
milioni. Nel 2030 si calcola che saranno 370 milioni (+ 110%) (Ministero della salute). 
La stragrande maggioranza dei casi di diabete è raggruppabile in 4 classi: i) DM di tipo 1, 
ii) DM di tipo 2; iii) diabete gestazionale e iv) altri tipi specifici di diabete, che 
comprendono difetti genetici nella sintesi o azione dell’insulina, malattie del pancreas 
esocrino, farmaci o sostanze chimiche ad azione iperglicemizzante, endocrinopatie che 
producono ormoni iperglicemizzanti e forme associate a sindromi genetiche. 
Il diabete di tipo 1 compare nell’individuo giovane con età compresa tra i 10-14 anni, 
costituisce circa il 10% dei casi di diabete ed è caratterizzato dalla mancanza assoluta di 
insulina e da iperglucagonemia che può essere relativa (livelli normali, però in assenza 
dell’ormone antagonista, cioè l’insulina) o assoluta (livelli al di sopra del normale perché 
manca il feedback inibitorio intrainsulare esercitato dalla insulina). È la più grave delle 
forme di diabete perché porta rapidamente e precocemente alla mancanza assoluta 
d’insulina. Una volta veniva chiamato diabete insulino-dipendente (IDDM), in 
contrapposizione al diabete di tipo 2 non insulino-dipendente (NIDDM), per evidenziare la 
necessità di somministrare insulina per mantenere in vita il paziente. Questa dicitura è stata 
abbandonata perché anche nelle fasi ipoinsulinemiche del DM di tipo 2 può essere 
necessario la somministrazione dell’ormone. 
Il diabete di tipo 1 è una patologia su base autoimmune che si sviluppa per azione sinergica 
di una predisposizione genetica legata al complesso maggiore di istocompatibilità (major 
histocompatibility complex, MHC) e di fattori ambientali che portano alla distruzione delle 
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cellule β pancreatiche. Il processo patologico inizia subito dopo la nascita e richiede un 
certo numero di anni per produrre un diabete clinicamente manifesto che necessita la 
distruzione di circa l’80% della massa delle cellule β. Il processo autoimmune insorge in 
individui che hanno una predisposizione genetica associata a molecole ad aplotipi HLA 
(human leukocyte antigen) di classe II, la cui funzione è quella di presentare l’antigene ai 
linfociti T helper. In particolare il rischio di sviluppare diabete di tipo 1 in individui che 
esprimono l’aplotipo DR3 è 5 volte superiore rispetto alla popolazione generale, gli 
individui che esprimono DR4 hanno un rischio maggiore di circa 7 volte, mentre il rischio 
è maggiore di più di 14 volte se sono espressi entrambi. L’origine autoimmune del DM di 
tipo 1 è confermata dal fatto che l’ immunoterapia causa la remissione della patologia e 
che il trapianto di pancreas da un soggetto non diabetico al gemello omozigote diabetico 
produce insulite senza rigetto dell’organo e successiva ripresa della patologia. Oltre alla 
predisposizione genetica anche i fattori ambientali sono importanti nel determinare 
l’insorgenza della patologia. Tra questi vi sono alcuni tipi di virus (il coxackievirus, il virus 
della rosolia), alcuni composti chimici (ad es. streptozocina, allossana) e il contatto 
precoce con le proteine del latte vaccino. 
Il diabete di tipo 2 costituisce più del 90% dei casi di diabete e rappresenta un gruppo 
eterogeneo di patologie ad eziologia complessa, in cui fattori genetici e ambientali (come 
l’eccessiva nutrizione e la sedentarietà) concorrono nel determinare la malattia. Questa 
forma di diabete insorge nell’individuo adulto ed è caratterizzata sia dalla comparsa di una 
resistenza relativa dei tessuti periferici all’azione insulinica come il muscolo scheletrico, il 
fegato e il tessuto adiposo, con conseguente instaurazione di un circolo vizioso che porta 
alla compromissione della secrezione di insulina (insulino-deficienza relativa), sia da una 
ridotta secrezione insulinica. La riduzione della secrezione insulinica causa inoltre 
iperglucagonemia relativa e quindi un’eccessiva produzione epatica di glucosio favorirà 
ulteriormente l’aumento dei livelli glicemici a digiuno (diabete conclamato). La fase finale 
della malattia può essere una quasi totale incapacità della beta cellula di secernere insulina. 
La patogenesi del diabete di tipo 2 è lenta e possono passare molti anni prima che si 
manifesti un’alterata tolleranza al glucosio e successivamente una situazione di 
iperglicemia. 
Il diabete gestazionale affligge circa il 4% delle donne gravide. E’ una forma lieve di 
diabete che regredisce spontaneamente dopo il parto. E’ però considerata la prima 
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manifestazione clinica di intolleranza al glucosio, che con gli anni può sfociare in una 
forma di DM conclamato (il 30-60% dei casi sviluppa DM tipo 2).  
La principale causa di tale malattia è l’incapacità del paziente di far fronte all’aumentata 
richiesta insulinica, determinata dalla situazione fisiologica di insulino-resistenza che si 
crea nella madre durante il periodo gestazionale. Tale situazione è legata alla presenza di 
alcuni ormoni che antagonizzano l’insulina (prolattina, estradiolo, lattotropo placentare). 
Pur non essendo una forma grave di diabete, è molto importate la sua diagnosi precoce, 
poiché la situazione d’iperglicemia incontrollata che s’instaura nell’embrione stimola la 
produzione di insulina. Agendo l’insulina come fattore di crescita, l’iperinsulinemia che ne 
risulta può generare effetti dannosi a livello fetale, come macrosomia, aborto e morte 
neonatale. 
I segni e i sintomi comuni a tutte le forme di diabete sono legati allo stato iperglicemico e 
comprendono glicosuria (perdita di glucosio con le urine per superamento della soglia 
renale), poliuria (emissioni di grande quantità di urina poiche il glucosio è una molecola 
osmoticamente attiva e quindi la sua presenza nelle urine determina perdita di acqua), 
polidipsia (tendenza ad ingerire grandi quantità di liquidi poiché la perdita di liquidi 
nell’organismo attiva il centro della sete),  negativizzazione del bilancio azotato e aumento 
dei corpi chetonici circolanti (acidosi metabolica) dovuto alla metabolizzazione di proteine 
e lipidi a fini energetici a causa della diminuzione di insulina e dell’aumento di glucagone. 
  
1.1.1. COMPLICANZE DEL DIABETE 
Come conseguenza della situazione iperglicemica che caratterizza la patologia diabetica si 
generano alterazioni metaboliche denominate “complicanze del diabete”. Queste possono 
essere acute (alterazioni del metabolismo causate dall’iperglicemia stessa) o a lungo 
termine (alterazioni strutturali e/o funzionali di organi e tessuti causate dalle modificazioni 
metaboliche determinate dalla situazione di iperglicemia).  
Le complicanze acute più temibili sono lo stato di ipoglicemia (coma ipoglicemico), di 
chetoacidosi (coma chetoacidotico) e di iperosmolarità non chetotica (coma iperosmolare). 
1. Ipoglicemia: le reazioni ipoglicemiche sono la complicanza più comune che si 
verifica nei pazienti diabetici trattati con insulina. Può essere causata dall’eccessiva 
o sbagliata assunzione di insulina o farmaci ipoglicemizzanti (ipoglicemia 
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iatrogena); da un esercizio fisico inconsueto senza un adeguato apporto calorico; 
dall’assunzione di poco cibo (soprattutto di carboidrati che contengono glucosio). 
Nei pazienti con diabete insulino-dipendente il cervello può abituarsi a bassi livelli 
di glucosio, con una attenuazione dei sintomi esterni nonostante il problema 
neuroglicopenico presente (stato mentale alterato, instabilità, irritabilità, 
aggressività, mal di testa, ecc…). Si parla in questo caso di ipoglicemia 
inconsapevole (Greenspan et al., 2009). 
2. Chetoacidosi diabetica: è la complicanza più frequente nel diabete di tipo 1 ed è il 
risultato della situazione metabolica che si genera a causa dell’insulino-deficienza e 
del conseguente eccesso di glucagone. Si tratta di una emergenza medica 
potenzialmente letale, con una percentuale di mortalità inferiore al 5% negli 
individui sotto i 40 anni d’età, ma con una prognosi più infausta negli anziani, che 
hanno tassi di mortalità superiori al 20%. La scarsa compliance del paziente, per 
ragioni psicologiche o per un’istruzione inadeguata, è la causa più comune di 
chetoacidosi diabetica, soprattutto quando gli episodi di chetoacidosi sono 
ricorrenti. Negli adolescenti con diabete di tipo 1 e con ripetuti episodi di 
chetoacidosi diabetica è spesso indicata una terapia comportamentale per 
migliorare la compliance alla terapia. 
Anche i pazienti con diabete di tipo 2 possono sviluppare una chetoacidosi in 
condizioni di grave stress, come con una sepsi, un trauma o un intervento 
chirurgico. 
Questa situazione di acidosi metabolica è causata dell’eccessiva lipolisi e β-
ossidazione epatica degli acidi grassi indotta dalla iperstimolazione esercitata dal 
glucagone in assenza d’insulina. Il processo metabolico, infatti, porta alla 
formazione di metaboliti acidi (acetone, acido acetacetico, acido β-idrossibutirrico); 
vi può essere inoltre una diminuita volemia (a causa della glicosuria). La 
compensazione respiratoria produce tachipnea (respirazione di Kussmaul) ed è 
presente il classico odore di acetone nel respiro. Altri segni e sintomi, alcuni dei 
quali ascrivibili alla disidratazione, sono tachicardia, secchezza delle mucose, 
ipotensione, nausea e vomito, alterazioni delle funzioni mentali (che possono 
evolvere a coma in caso di chetoacidosi severa). La chetoacidosi può aggravarsi 
quando, in un paziente diabetico, vi è un’ulteriore necessità di insulina circolante 
Capitolo 1 - Introduzione 
16 
 
come nel caso di stress fisici o emotivi durante i quali il cortisolo, liberato in 
seguito alla stimolazione corticale surrenale da parte dell’ormone 
adrenocorticotropo (ACTH), stimola la gluconeogenesi e inibisce l’azione 
dell’insulina.  
3. Iperosmolarità non chetotica: si verifica più spesso in pazienti anziani con diabete 
di tipo 2 che hanno un apporto idrico inadeguato. I sintomi principali (ipotensione 
ortostatica, letargia e altri sintomi neurologici che possono esitare nel coma) sono 
legati alla grave disidratazione generata dalla diuresi osmotica non controbilanciata 
da un aumentato apporto idrico. La grave deplezione del volume ematico riduce 
l’escrezione renale di glucosio causando un rapido aumento dell’osmolarità 
plasmatica con possibilità di coma iperosmolare. La disidratazione del 
compartimento intracellulare a livello dei neuroni provoca l’insorgenza di diversi 
sintomi neurologici quali la confusione mentale, gli attacchi epilettici e il coma. 
L’assenza di respirazione di Kussmaul e dell’odore di acetone nel respiro, come 
anche la presenza di segni di disidratazione grave, sono importanti elementi della 
diagnosi differenziale rispetto alla chetoacidosi. 
Le complicanze a lungo termine solitamente compaiono dopo 10-20 anni di malattia 
diabetica e colpiscono diversi organi e sistemi; la loro incidenza aumenta in funzione della 
gravità e della durata del diabete e sono responsabili della morbidità e della mortalità 
associate a questa patologia. Tali complicanze sono dovute agli squilibri metabolici causati 
dall’eccessivo livello di glucosio nel sangue e sono arbitrariamente suddivise in vascolari e 
non vascolari. Le complicanze vascolari si dividono a loro volta in microangiopatiche 
(retinopatia, neuropatia, nefropatia) e macroangiopatiche (coronaropatie, arteriopatie 
periferiche, malattie cerebrovascolari). Le non vascolari coinvolgono il sistema nervoso 
(neuropatie), l’apparato gastrointestinale (gastroparesi, diarrea), il sistema genito-urinario 
(disfunzioni sessuali, infezioni delle vie urinarie), la pelle (ulcerazioni, problemi di 
cicatrizzazione) e l’occhio (cataratta). Inoltre nei pazienti diabetici aumenta anche 
l’incidenza generale di patologie infettive. (Celotti, 2013). 
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1.2. NEUROPATIA DIABETICA 
La neuropatia diabetica (ND) è una delle più diffuse complicanze a lungo termine del 
diabete mellito e rappresenta una delle principali cause di mortalità associata a questa 
patologia. L’incidenza della ND è di circa l’8% nei pazienti diabetici al momento della 
diagnosi, mentre sale al 50% nei casi di diabete a lunga durata (maggiore di 25 anni) 
(Boulton et al., 2005). 
Le neuropatie diabetiche sono eterogenee e colpiscono diverse parti del sistema nervoso 
con conseguenti diverse manifestazioni cliniche. In particolare la ND può indurre 
alterazioni anatomiche e funzionali a carico del sistema nervoso periferico (nervi sensitivi 
e motori), del sistema nervoso somatico o vegetativo (che comprende componenti che si 
localizzano sia nella zona centrale che periferica del sistema nervoso responsabili della 
regolazione di quelle funzione automatiche, prive del controllo della coscienza, come il 
battito cardiaco o la secrezione ormonale) e del sistema nervoso centrale (cervello e 
midollo spinale). 
La neuropatia che si riscontra nel diabete colpisce tutte e tre le sezioni del sistema nervoso, 
generando sintomi estremamente vari. 
 
Sistema Nervoso Periferico 
La neuropatia a carico del sistema nervoso periferico (SNP) può essere classificata in base 
alla localizzazione anatomica e/o in base al tipo di fibre nervose coinvolte. Nel primo caso 
si distinguono neuropatie focali e/o diffuse, nel secondo caso si parla di polineuropatia 
sensomotoria distale simmetrica (DSPN) in quanto sono interessate le fibre somatiche 
(Thomas et al., 1997). 
Tali disordini possono manifestarsi sia a livello clinico, con numerosi e differenti sintomi, 
che subclinico, con anomalie riscontrabili solo con test diagnostici specifici. 
Le neuropatie focali sono le meno comuni ed hanno in genere un effetto acuto e limitante. 
Possono interessare un solo nervo (mononeuropatie) o più nervi ma senza un 
coinvolgimento generalizzato (mononeuropatie multiple). I nervi più colpiti sono quelli 
cranici e femorali e predominano le anormalità motorie. Tra le neuropatie focali sono 
comprese anche le radiculopatie, che interessano le radici dei nervi e le plessopatie, che 
riguardano regioni del plesso brachiale e lombosacrale. 
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Le neuropatie diffuse sono le più comuni ed hanno in genere un effetto cronico e 
progressivo. Tra queste la DSPN è la forma più comune di neuropatia diabetica periferica 
ed è causata da un processo neuropatico assonico che danneggia sia le fibre nervose grandi 
e mielinizzate sia quelle più piccole mielinizzate e non. Nei nervi periferici coinvolti, sia 
motori che sensitivi, si osserva un ritardo nella conduzione dell’impulso nervoso; il 
coinvolgimento sensitivo di solito avviene per primo e generalmente è bilaterale, 
simmetrico ed associato ad una diminuita percezione delle vibrazioni e della temperatura. 
L'alterazione della sensibilità provoca disturbi che inizialmente sono rappresentati da 
sensazioni anomale come i formicolii, che generalmente si sviluppano nelle estremità 
inferiori e si estendono gradualmente più in alto: dalle dita a tutto il piede e quindi alle 
gambe con una distribuzione simmetrica (ad entrambi gli arti) detta "a calza". Con la stessa 
sequenza si manifestano i disturbi a carico delle mani e delle braccia (interessamento "a 
guanto") (Figura 1). Nei casi più gravi può riguardare anche la regione toracica e 
addominale (Callaghan et al., 2012). Dal senso di formicolio si può passare al bruciore, alla 
sensazione di "puntura di spilli", al dolore, che può variare qualitativamente e 
quantitativamente (dal dolore crampiforme prevalentemente notturno, a fitte lancinanti alle 
piante dei piedi). Il dolore, quando presente, può passare dal lieve fastidio ai sintomi gravi 
ed invalidanti. Il deficit sensitivo può talvolta essere sufficiente per evitare che i pazienti 
provino dolore (Greenspan et al., 2009). 
Per quanto riguarda la componente motoria, l'alterazione comporta una profonda debolezza 
muscolare, soprattutto a carico delle piccole articolazioni; obiettivamente si può osservare 
una diminuzione delle masse muscolari che nei quadri clinici estremi può condurre a 
deformazioni caratteristiche di mani e piedi (ad "artiglio di uccello"). 
La diagnosi della neuropatia periferica si avvale, oltre al fondamentale esame obiettivo 
neurologico, anche di metodiche strumentali come l'importantissima elettromiografia 
(EMG), che consiste nella registrazione delle velocità di conduzione motoria e sensitiva 
dei nervi esplorati. Lo specialista può interpretare i tracciati elettromiografici indicando 
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Sistema Nervoso Autonomo o Vegetativo 
La neuropatia a carico del sistema nervoso autonomo o vegetativo è un tipo di neuropatia 
diffusa che coinvolge le fibre autonomiche e per questo prende il nome di neuropatia 
diabetica autonomica (DAN). La DAN, che spesso accompagna la DSPN, può interessare 
sia il sistema nervoso simpatico sia quello parasimpatico e si manifesta dunque in modi 
diversi a seconda delle fibre autonomiche coinvolte. Questa sezione del sistema nervoso è 
quella preposta al controllo di quelle funzioni dell'organismo al di fuori del controllo della 
coscienza (respirazione, attività cardiaca, ecc.). Nell'apparato digerente, ad esempio, il 
sistema nervoso si occupa di regolare i movimenti e la secrezione ghiandolare di stomaco, 
duodeno, intestinuo tenue e crasso; nel sistema circolatorio controlla il battito cardiaco e la 
pressione arteriosa; nell'apparato urinario attiva i movimenti vescicali responsabili della 
minzione. Questi sono solo alcuni esempi delle attività svolte dal sistema nervoso 
vegetativo, che rendono ragione dello spettro quanto mai vario di sintomi che possono 
essere generati da una disfunzione di questo importante sistema di regolazione, sintomi che 
possono trarre in inganno anche i medici, quando non siano posti nella giusta relazione con 
la presenza della malattia diabetica. A livello oculare si può avere una ridotta risposta 
pupillare alla luce, che si ripercuote anche sulla acuità visiva. Nel distretto gastrointestinale 
sono coinvolti esofago, stomaco, duodeno, colecisti ed intestino con una sintomatologia 
che potra' variare a seconda dell'organo colpito: senso di nausea dopo i pasti, rallentato 
svuotamento gastrico, episodi di diarrea. A livello urogenitale si avrà la cosiddetta vescica 
diabetica, caratterizzata da un ritardato stimolo ad urinare, con successiva dilatazione della 
vescica e perdita di urina. Potranno quindi associarsi frequenti infezioni delle vie urinarie. 
Il coinvolgimento del sistema endocrino, deputato nell'organismo alla produzione di 
ormoni, ha ripercussioni sullo stato ipoglicemico del paziente diabetico: infatti, mentre 
normalmente in caso di ipoglicemia si ha una secrezione di ormoni (catecolamine) che 
determina sintomi come la tachicardia, nel diabetico questa risposta ormonale è ridotta al 
punto che il paziente non avverte nessuna sintomatologia di allarme, potendo quindi 
incorrere nei gravi rischi dell'ipoglicemia. La compromissione del distretto termoregolatore 
si manifesta con un senso di calore agli arti anche quando questi sono esposti al freddo, 
con l'assenza di sudorazione al tronco e agli arti ed aumento di sudorazione al volto ed al 
collo. Di notevole importanza clinica è anche la compromissione del distretto 
cardiovascolare: all'inizio vi è aumento della velocità dei battiti cardiaci (tachicardia, 90-
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100 battiti al minuto), mentre tardivamente si può manifestare una mancata risposta della 
frequenza cardiaca al cambio di posizione da quella supina a quella eretta e alla 
respirazione profonda. Un altro importante sintomo è il calo della pressiona arteriosa 
(almeno 30 mmHg) che si verifica passando dalla posizione supina e quella eretta e che 
determina la comparsa di vertigini, ronzii, stato confusionale fino alla perdita di coscienza. 
 
Sistema Nervoso Centrale 
Nel sistema nervoso centrale si possono riscontrare processi degenerativi a carico dei 
neuroni e dei fasci nervosi di encefalo, tronco encefalico, nervi ottici, causati anch’essi 
dall’iperglicemia diabetica. Queste alterazioni causano deficit delle varie funzioni: 
cognitive, sensitive, motorie, di memoria, di comportamento, visive ed acustiche. Vi sono 
indagini altamente sensibili che possono svelare questi danni anatomici e funzionali. Per 
prevenire nel miglior modo possibile lo sviluppo di queste complicanze è ancora una volta 
di fondamentale importanza il controllo della glicemia: riuscire a mentenere uno stato 
normoglicemico può evitare il perpetuarsi e l'aggravarsi del danno, anche se non può 
sempre consentire la sua regressione (Biessels et al., 2008, 2002; Gispen and Biessels, 
2000; Jacobson et al., 2002; McCall 2002; Kodl and Seaquist, 2008). 
    
                          
 
Figura 1: configurazione a “guanto” o a “calza” della polineuropatia sensomotoria 
distale simmetrica (DSPN). 
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1.2.1. MECCANISMI MOLECOLARI ALLA 
BASE DELL’INSORGENZA DELLA 
NEUROPATIA DIABETICA 
 
La patogenesi della ND è legata a diverse disfunzioni metaboliche, tutte ricollegabili 
all’iperglicemia e all’insulino-resistenza che caratterizzano il DM. I due più importanti 
trials clinici effettuati su pazienti diabetici di tipo 1 e 2, il Diabetes Control and 
Complication Trial (DCCT) e il UK Prospective Diabetes Study (UKPDS), infatti, 
dimostrano che un rigoroso controllo farmacologico della glicemia riduce l’incidenza e la 
progressione della ND, individuando nell’iperglicemia la principale causa di questa 
patologia (Boulton, 1998; Stratton et al., 2000; Writing Team for the Diabetes Control and 
Complications Trial/Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications Research 
Group, 2002). 
L’aumentata concentrazione intracellulare di glucosio nel tessuto nervoso conseguente 
all’iperglicemia è legata al fatto che i trasportatori del glucosio presenti in questo tessuto 
non sono sensibili all’insulina; pertanto non si instaura un insulino-resistenza come nel 
tessuto adiposo, muscolare ed epatico e il glucosio è libero di entrare all’interno della 
cellula (Celotti, 2013). 
Numerosi meccanismi sembrerebbero alla base del danno neurale dovuto allo stato 
iperglicemico, ma si pensa che il ridotto flusso neuro-vascolare e la derivata ipossia 
neurale abbiano un ruolo centrale nell’eziologia di tale patologia (Figura 2) (Cameron et 
al., 2001).  
Le neuropatie diabetiche hanno quindi sicuramente una causa o concausa vascolare 
(microangiopatie dei vasa nervorum) che diversi studi hanno dimostrato essere scatenata 
da vari meccanismi biochimici tutti aventi come caratteristica comune l’eccesso di 
glucosio: i) attivazione della via dei polioli, ii) aumento della formazione di diacilglicerolo, 
iii) attivazione della via dell’esossamina e iv) formazione di proteine glicate. 
Questi mediatori influenzano profondamente il normale processo di rimodellamento del 
vaso sanguigno, conducendo ad alterazioni del ricambio cellulare, della matrice 
extracellulare, della regolazione del tono e della permeabilità vascolare e della 
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coagulazione. Tra gli elementi cellulari che costituiscono il vaso sanguigno, gli studi di 
patogenesi si sono incentrati in particolare sulle cellule endoteliali, in quanto le alterazioni 
della loro funzione rappresentano l’evento centrale in grado di innescare tutte le alterazioni 
vascolari tipiche della vasculopatia diabetica. L’endotelio normale, infatti, costituisce una 
barriera al passaggio di macromolecole e cellule, contribuisce a regolare  la pressione 
arteriosa e il flusso sanguigno, modula la coagulazione e la fibrinolisi e partecipa al 
rimodellamento vascolare. Un endotelio sano, quindi, tende a determinare vasodilatazione, 
bassa permeabilità, attività anticoagulante e anti-aggregante, inibizione della proliferazione 
cellulare e dell’accumulo di matrice. L’endotelio aterogeno, al contrario, è caratterizzato da 
elevata permeabilità, dalla presenza di patterns pro-coagulanti e pro-aggreganti e 
dall’accumulo di matrice extracellulare. In corso di vasculopatia diabetica sono presenti 
tutte queste alterazioni e le alterazioni della funzione di barriera sono le più precoci ad 
apparire e si manifestano sia clinicamente, ad esempio con il passaggio di proteine nelle 
urine, sia sperimentalmente mediante l’aumento della deposizione di macromolecole sulla 
parete vascolare.  
Tali meccanismi sembrano colpire oltre i neuroni anche altri elementi neurali, come le 
cellule di Schwann nel sistema nervoso periferico e gli oligodendrociti nel midollo spinale. 
 
 
      
Figura 2: rappresentazione del nervo sano (a sinistra) e del nervo neuropatico (a destra). 
In quest’ultimo si possono osservare occlusioni a livello dei vasi e danni alla guaina 
mielinica e all’assone. 
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•  Via dei polioli 
La via dei polioli, o via del sorbitolo, è una delle vie metaboliche del glucosio, e consiste di 
due reazioni (Figura 3): la prima, catalizzata dall’enzima nicotinammide adenina 
dinucleotide fosfato (NADPH)-dipendente aldoso-reduttasi (A-R), riduce il glucosio in 
sorbitolo; la seconda, catalizzata dall’enzima nicotinammide adenina di nucleotide (NAD)-
dipendente sorbitolo deidrogenasi (SDH), ossida il sorbitolo formato precedentemente in 
fruttosio. In condizioni fisiologiche solo una minima parte del glucosio, 3% circa, viene 
metabolizzato attraverso questa via, essendo favorita la glicolisi. Nella condizione di 
iperglicemia presente nel DM  però, vi è un aumento  dell’afflusso di glucosio verso la via 
dei polioli, essendo la via glicolitica saturata dall’eccesso di substrato. Ciò comporta 
l’attivazione degli enzimi A-R e SDH per un fattore di massa, con l’aumento dei loro 
prodotti, sorbitolo e fruttosio rispettivamente.  
L’elevata concentrazione intracellulare di sorbitolo comporta un aumento dell’ osmolarità 
cellulare ed un efflusso compensatorio di mioinositolo, un importante segnale di 
trasduzione, e di taurina, un antiossidante (Nakamura et al., 1999; Vincent et al., 2004). 
Inoltre, dato che l’enzima A-R richiede come cofattore NADPH, diminuisce la 
rigenerazione NADPH dipendente di glutatione ridotto (GSH), con un aumento dello stress 
ossidativo (Jermendy et al., 1991; Brownlee, 2005).    
L’aumento di fruttosio a sua volta, essendo un agente glicante 10 volte più potente del 
glucosio (Obrosova et al., 2005), promuove la formazione dei prodotti di glicazione, oltre a 
favorire lo sbilanciamento ossido-reduttivo per deplezione di NADPH (Feldman et al. 
1997). 
L’attivazione dell’enzima A-R infine aumenta la produzione di diacilglicerolo, che attiva la 
proteina chinasi C (discussa più avanti) (Yamagishi et al., 2003; Uehara et al., 2004). 
Questi sbilanci metabolici si traducono in danni tissutali in vari distretti, come il cristallino, 
la retina, i glomeruli renali ed i nervi periferici, bersagli tipici delle complicanze del 
diabete.  
Attualmente numerosi studi clinici che si basano sull’utilizzo degli inibitori dell’A-R 
(ARIs), dimostrano che bloccando il primo enzima della via metabolica, si verificano 
modesti miglioramenti della funzionalità nervosa e della morfometria (Hotta et al., 1995; 
Efanova et al., 1999; Greene et al., 1999) 
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Figura 3: rappresentazione schematica della via dei polioli. 
 
 
•  Aumento della formazione di diacilglicerolo e 
attivazione della proteina chinasi C 
Con proteina chinasi C (PKC) si intende una superfamiglia di isoenzimi coinvolti nella 
trasduzione del segnale agenti attraverso la fosforilazione di un’ampia varietà di substrati 
proteici cellulari.  Molti di questi enzimi sono attivati dal 1,2-diacilglicerolo (DAG) in 
presenza di fosfatidilserina. 
L’iperglicemia è in grado di incrementare la sintesi di DAG, con conseguente attivazione 
della PKC. L’over-attivazione di questo enzima causa l’aumento dell’espressione di 
numerosi fattori coinvolti nel danno vascolare, come il fattore nucleare kB (NF-kB), 
l’attivatore tissutale del plasminogeno (tPA), il fattore di crescita dell’endotelio vascolare 
(VEGF) e il TGF-β.   
L’esatto meccanismo d’azione con cui la PKC contribuisce alla ND non è ben chiaro e 
necessita di ulteriori studi; tuttavia si ritiene che l’anomala stimolazione di questo enzima 
sia in grado di alterare le normali funzioni fosforilative coinvolte nella trasduzione del 
segnale, determinando fenomeni di vasocostrizione, alterazione della permeabilità 
capillare, ipossia, angiogenesi e alterazioni della membrana basale nervosa (Arikawa et al., 
2007; Das Evcimen and King, 2007). L’attivazione della PKC è stata correlata allo 
sviluppo di retinopatie, nefropatie e danni vascolari che sono spesso presenti nella ND 
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(Arikawa et al., 2007; Das Evcimen and King, 2007; Veves and King, 2001). 
L’attivazione della PKC sembra inoltre alterare la funzionalità della pompa Na+/K+-
ATPasi e di altri enzimi cruciali nella conduzione dell’impulso nervoso (Greene et al., 
1987; Xia et al., 1995) 
Infine il collegamento tra l’attivazione PKC e la ND è sostenuto dall’osservazione di  
alcuni fenomeni di insulino-resistenza, dovuti in buona parte anche a questo . 
 
•  Via dell’esossamina  
Nella via dell’esossamina il fruttosio-6-fosfato proveniente dalla glicolisi viene convertito 
in glucosamina-6-fosfato ad opera della glutamina-fruttosio-6-fosfato-amidotransferasi 
(Thornalley, 2005) (Figura 4). La glucosamina-6-fosfato è quindi convertita in uridina-
difosfato-N-acetil-glucosamina (UDP-GlcNAc). Quest’ultima è un substrato della UDP-
GlcNAc transferasi, che la lega a residui di serina o treonina di alcune proteine bersaglio, 
influenzando l’espressione genica (Brownlee, 2001; Kolm-Litty et al., 1998; Sayeski and 
Kudlow, 1996).  
La condizione di iperglicemia presente nel DM aumenta l’afflusso di substrato verso 
questa via metabolica, portando ad un eccesso di GlcNAc e ad una modificazione 
dell’espressione genica di vari bersagli molecolari. Per esempio possono venire glicosilate 
proteine rilevanti nei meccanismi di resistenza insulinica come il fosatidilinositol 3-chinasi 
(PI3K), il substrato-1 del recettore dell’insulina (Insulin Receptor Substrate-1, IRS-1), la 
glicogeno sintetasi, il trasportatore di glucosio di tipo 4 (GLUT-4). Inoltre la glicosilazione 
O-GlcNAc è in grado di stimolare l’espressione genica del TGF-β e dell’inibitore-1 
dell’attivatore del plasminogeno (PAI-1).  
Ulteriori studi inoltre hanno evidenziato un coinvolgimento della via dell’esossamina nello 
sviluppo di insulino-resistenza e di complicazioni vascolari (Dias and Hart, 2007; Love 
and Hanover, 2005). 
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Figura 4: rappresentazione schematica della via dell’esossamina. 
 
•  Formazione di proteine glicate 
L’elevata concentrazione intracellulare di glucosio aumenta la glicazione proteica, cioè 
l’attacco di residui glicosilici ai gruppi aminici di proteine intra-ed extra-cellulari. La 
reazione è di solito irreversibile e non specifica, perché non è catalizzata da enzimi ma 
dipende dalla concentrazione di glucosio. Questo processo modifica in modo irreversibile 
la conformazione delle proteine alterandone le funzioni. Inoltre, le proteine glicate tendono 
a formare legami con altre proteine producendo degli addotti proteici chiamati prodotti 
avanzati della glicazione (Advanced Glycation End products, AGEs) che a causa della loro 
reattività possono produrre danni tissutali quali l’alterazione della matrice extracellulare, 
l’accelerazione dei processi aterosclerotici e disfunzioni endoteliali. 
Gli AGEs inducono marcati effetti vascolari, sia agendo direttamente sia in seguito al 
legame con il specifici recettori (Receptors for Advanced Glycation End products, RAGEs) 
(Jude et al., 1999). Sono stati identificati recettori per gli AGEs (Neeper et al., 1992) sulle 
cellule endoteliali, sui fibroblasti, sulle cellule del mesangio e sui macrofagi. In 
quest’ultimo tipo di cellule, l’internalizzazione degli AGEs produce il rilascio di fattori di 
crescita quali TNFα, l’interleuchina 1 (IL-1), il fattore di crescita insulino simile di tipo 1 
(Insulin like Growth Factor-1, IGF-1) e il fattore di crescita derivato dalle piastrine 
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(Platelet-Derived Growth Factor, PDGF); le cellule endoteliali accumulano AGEs nel sub-
endotelio producendo un aumento della permeabilità capillare e causando una riduzione 
della produzione di monossido di azoto (NO); a livello mesangiale, gli AGEs, invece, 
aumentano la produzione di matrice extracellulare con un meccanismo PDGF-dipendente. 
Gli AGEs possono, inoltre, reagire con le lipoproteine a bassa densità (Low-Density 
Lipoprotein, LDL) impedendo il loro legame con i recettori cellulari per queste 
lipoproteine e rendendole disponibili per l’ossidazione e la successiva captazione tramite il 
recettore “scavenger”. RAGE si trova anche nell’endotelio e nelle cellule di Schwann, e la 
sua attivazione si ritiene porti alla trascrizione di alcuni geni pro-infiammatori, tra cui NF-
kB e l’interleuchina 6 (IL-6) (Bierhaus et al., 2001). L’elevato livello di AGEs presente nei 
pazienti diabetici è in grado quindi di causare un’eccessiva stimolazione di RAGE, 
determinando uno stato di infiammazione a livello dei nervi periferici (Bierhaus et al., 
2004; Karachalias et al., 2003; Wada and Yagihashi, 2005). 
 
L’iperglicemia cronica produce di per sé stress ossidativo e nitrosativo con formazione di 
radicali liberi dell’ossigeno (ROS) e dell’azoto (RNS), che sono causa di ulteriori danni 
cellulari e possono attivare i meccanismi sopra descritti.  
È stato riscontrato, infatti, un innalzamento dei livelli di ROS prodotti e una riduzione 
dell’attività della catalasi e della glutatione perossidasi, principali meccanismi di 
protezione dall’eccessiva produzione di ROS, a livello del midollo spinale, dei nervi 
periferici, nei vasa nervorum e nei gangli delle radici dorsali (DRG) (Stevens et al., 2000; 
Obrosova et al., 2001). 
È stato recentemente documentato che nelle cellule endoteliali e di Schwann del nervo 
periferico, nella glia e nei neuroni dei DRG, negli astrociti, oligodendrociti e neuroni del 
midollo spinale dei soggetti affetti da diabete mellito si verifica anche un accumulo della 
concentrazione di NO, il principale responsabile dello stress nitrosativo (Obrosova, 2009). 
Queste specie reattive dell’ossigeno e dell’azoto tramite diversi meccanismi (quali danno 
diretto all’acido desossiribonucleico (DNA), deplezione di sostanze antiossidanti 
endogene, lipoperossidazione e ossidazione dei gruppi tiolici delle proteine) (Galli et al., 
2008) portano a una ridotta velocità di conduzione nervosa (NCV) e a un deficit del flusso 
ematico nervoso, parametri caratteristici della ND (Nagamatsu et al., 1995; Cameron et al., 
2001; Obrosova et al., 2005; Inkster et al., 2007). 
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1.3. DOLORE NEUROPATICO 
1.3.1. IL DOLORE 
Il dolore è definito come “una sgradevole esperienza emotiva e sensoriale associata a reale 
o potenziale danno del tessuto o descritta in termini di tale danno” (Associazione 
Internazionale per lo Studio del Dolore, IASP, 1986; Merskey et al., 1994). Tale 
definizione deriva dalla necessità di garantire una distinzione tra stimolo e percezione. In 
altre parole, uno stimolo nocicettivo o dannoso o potenzialmente dannoso non è 
necessariamente percepito come doloroso, mentre uno stimolo innocuo può essere, a sua 
volta, doloroso (Luyten et al., 2005). 
Il dolore può essere classificato in molti modi, tenendo conto per esempio della sua durata, 
della localizzazione e della sua eziologia. Per quanto riguarda la durata, può essere recente 
(acuto), episodico persistente o cronico (se persiste per più di 6 mesi) (Merskey et al., 
1994). Un altro aspetto del tempo è la cronobiologia, cioè se il dolore si presenta, o 
riacutizza, in un determinato tempo della giornata, della settimana, del mese (ciclo 
mestruale), della stagione o della vita (prenatale, neonatale, bambino, adolescente, adulto, 
vecchiaia). Il dolore può essere anche classificato in base alla sua localizzazione corporea 
(viscerale, muscolo-scheletrico o superficiale) e alla sua specifica localizzazione 
anatomica, come braccia, gambe, spalle, petto, cuore, polmoni, ecc.. Inoltre conoscere la 
presunta patofisiologia che lo produce è importante per distinguere se generato da eventi 
traumatici, infiammatori, degenerativi o ischemici e, soprattutto, se coinvolge il sistema 
nervoso o i tessuti periferici (Bonica, 1979; Ja¨nig et al., 2006; Wolf et al., 2007; Boulton, 
2007), 
Il dolore neuropatico viene anche definito come “un dolore iniziato o causato da una 
malattia o danno a carico del sistema nervoso periferico o centrale e da una disfunzione del 
sistema nervoso” (IASP; Chong et al., 2001). Può essere associato o meno a deficit 
sensitivi, allodinia (dolore suscitato da uno stimolo che normalmente non è in grado di 
provocare una sensazione dolorosa (IASP, 1994)), o iperalgesia (eccessiva risposta ad uno 
stimolo che è normalmente doloroso). A seconda della sede, il dolore può essere definito: 
i) nocicettivo, quando insorge in un tessuto in seguito ad un trauma o ad un insulto termico 
o chimico. A seconda delle strutture sede della lesione, il dolore nocicettivo viene 
suddiviso in dolore somatico (quando interessa cute, sottocute, e muscoli) o viscerale (da 
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distensione, compressione e invasione dei visceri); ii) non nocicettivo, quando non deriva 
dall’azione diretta dei nocicettori. Se ne riconoscono due forme: dolore neuropatico, 
causato da una disfunzione organica periferica o centrale del sistema nervoso; dolore 
psicogeno quando ha un’origine psicologica; iii) misto, quando è coinvolta sia la 
componente nocicettiva che neuropatica. 
La sensazione dolorosa è mediata da un sistema che si estende dalla periferia, tramite le 
terminazioni di neuroni sensoriali (nocicettori),  fino alla corteccia cerebrale passando 
attraverso le corna dorsali del midollo spinale. Tra la sede del danno tissutale e la 
percezione del dolore intesa come esperienza sensoriale si interpongono una serie di eventi 
fisiologici che definiscono la cosiddetta nocicezione. 
 
1.3.2. VIE NERVOSE DEL DOLORE 
La conduzione nervosa è mediata da proteine transmembrana distribuite lungo l’assone che 
intervengono direttamente sulla trasmissione dell’impulso nervoso. I canali del sodio 
voltaggio dipendenti sono responsabili della propagazione del potenziale d’azione; i canali 
veloci e lenti del potassio sono invece responsabili di numerose attività elettrofisiologiche 
secondarie, che comportano il recupero della condizione dello stato di riposo dopo il 
passaggio dell’impulso nervoso (Garbay et al., 2000).  
Per gli ioni Na+ e K+ viene stabilito, ad opera di una pompa Na+/K+-ATPasi, un gradiente 
di concentrazione attraverso la membrana plasmatica; la concentrazione intracellulare dello 
ione K+ è maggiore di quella extracellulare, favorendo così la diffusione del K+ verso 
l’esterno della cellula (Karp, 2004). Gli ioni Na+, invece, seguono un gradiente in direzione 
opposta, in quanto la loro concentrazione all’esterno della cellula è maggiore di quella 
interna e questa differenza favorisce la diffusione degli ioni Na+ verso l’ambiente 
intracellulare (Karp, 2004).  
Quando tra il versante citoplasmatico ed extracellulare della membrana plasmatica vi è una 
differenza di concentrazione di ioni negativi e positivi, ne risulta un voltaggio o differenza 
di potenziale elettrico, che mediamente nei neuroni si aggira sui 70 millivolt (mV). La 
maggior parte dei canali ionici aperti nella membrana plasmatica di una cellula nervosa a 
riposo è selettiva per il K+ e il suo flusso in uscita provoca un eccesso di cariche negative 
sul lato citoplasmatico della membrana: il valore del potenziale di membrana è quindi 
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preceduto da un segno negativo (-70 mV) (Karp, 2004). 
In seguito ad uno stimolo, l’assone risponde aprendo i canali per il sodio, favorendo 
l’ingresso di un piccolo numero di ioni all’interno della cellula (Karp, 2004). Questo 
movimento di cariche positive verso l’interno riduce il potenziale di riposo rendendolo 
meno negativo e provocando una diminuzione della polarità tra le due facce della 
membrana (depolarizzazione). Il cambiamento del voltaggio provoca l’apertura dei canali 
del Na+ voltaggio dipendenti e gli ioni sodio diffondono liberamente all’interno della 
cellula. Il potenziale di membrana si inverte per breve tempo raggiungendo un valore di 40 
mV, che approssima il potenziale di equilibrio di questo ione. Dopo circa un millisecondo, 
i canali del sodio si richiudono spontaneamente, bloccando un’ulteriore entrata degli ioni. 
Simultaneamente, il cambiamento del potenziale di membrana causato dall’influsso di Na+ 
apre i canali voltaggio dipendenti del K+; ne consegue che gli ioni potassio si riversano 
fuori dalla cellula seguendo il loro gradiente di concentrazione. In questo modo il 
potenziale viene riportato ad un valore negativo di circa -80 mV, che approssima il 
potenziale di equilibrio di questo ione (Karp, 2004). Il potenziale di membrana largamente 
negativo provoca la chiusura dei canali del K+ voltaggio dipendenti, il che riporta la 
membrana alla sua condizione di riposo (Karp, 2004). 
Viene così introdotto il concetto di potenziale d’azione, che è semplicemente la 
rappresentazione del potenziale di membrana in un suo dato segmento e in un determinato 
momento. Lo spostamento ad alta velocità di un potenziale d’azione lungo l’assone viene 
chiamato conduzione, e rappresenta il flusso di energia elettrica tra due regioni cellulari. 
La caratteristica fondamentale del potenziale d’azione è che non perde d’intensità a 
distanza, diversamente dai potenziali graduati (Silverthorn, 2005). 
Una componente molto importante per la corretta conduzione nervosa è la guaina 
mielinica. 
La guaina mielinica è una struttura multilamellare avvolta concentricamente intorno 
all’assone costituita da membrane cellulari e con funzione di isolante elettrico. 
Il ruolo principale della mielina è quello di permettere una trasmissione più veloce 
dell’impulso nervoso lungo l’assone, prevenendo la dissipazione di cariche elettriche 
nell’ambiente circostante (Garbay et al., 2000). 
Nel SNC e nel SNP la mielina è formata da diverse tipologie cellulari, oligodendrociti e 
cellule di Schwann rispettivamente (Figure 5 e 6); una singola cellula di oligodendrocita 
Capitolo 1 - Introduzione 
31 
 
può prendere contatto con diversi assoni, mentre una cellula di Schwann si associa ad un 
solo assone, ricoprendone circa 1 - 1,5 mm. Di conseguenza un assone può essere avvolto 
anche da 500 cellule di Schwann (Silverthorn, 2005). 
 
        
Figura 5: guaina mielinica di una fibra nervosa del SNP. 
 
                     
Figura 6: guaina mielinica di una fibra nervosa del SNC. 
 
 
Elevate quantità di materiale non conduttivo vengono così deposte attorno ai segmenti 
dell’assone, conferendo isolamento elettrico al tratto interessato. L’accesso all’interno di 
tale struttura è garantito da profondi canali citoplasmatici che attraversano a spirale la 
guaina, chiamati incisure di Schmidt-Lanterman. Queste incisure sono necessarie per il 
nutrimento del neurone, altrimenti isolato dall’ambiente esterno. 
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La regione compatta di ogni segmento mielinico localizzata tra due nodi di Ranvier 
(regioni assonali non mielinizzate) è chiamata internodo (Figura 7). La componente gliale 
di ogni nodo di Ranvier è formata dalle porzioni non compatte di due cellule mielinizzanti 
adiacenti.  
                 
Figura 7: struttura della guaina mielinica nel SNC. 
 
 
I canali del sodio voltaggio dipendenti ed i canali veloci e lenti del potassio sono 
concentrati a livello dei nodi di Ranvier. La guaina mielinica, attraverso la sua resistenza 
elettrica e la sua bassa capacitanza, permette la depolarizzazione della membrana assonale 
internodale con un consumo energetico minimo. Inoltre i canali del sodio vengono attivati 
dalla depolarizzazione della membrana assonale, a sua volta indotta dall’arrivo di un’onda 
di ioni sodio carichi positivamente; si ha così il massivo influsso di ulteriori ioni sodio 
nell’assone, con l’origine di una nuova onda di depolarizzazione. Quest’ultima, seguendo il 
gradiente di concentrazione del sodio, viene passivamente trasmessa lungo il segmento 
internodale al successivo nodo di Ranvier, dove viene generato un nuovo potenziale 
d’azione. Grazie alla disposizione segmentata della mielina, il potenziale d’azione procede 
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saltando da un nodo di Ranvier all’altro, da cui il termine “conduzione saltatoria” (Ritchie, 
1984). 
Il salto di depolarizzazione non solo permette un aumento della velocità di conduzione 
dell’impulso nervoso, ma anche un risparmio di energia e di spazio; un assone 
demielinizzato dovrebbe avere infatti un diametro 40 volte maggiore di quello di un assone 
mielinizzato e dovrebbe consumare 5000 volte più energia per poter conseguire una 
conduzione equivalente in termini di velocità. 
Lo stesso processo di conduzione è presente anche nelle fibre non mielinizzate, in cui la 
minore densità dei canali del sodio determina un’inferiore ampiezza dell’onda di 
depolarizzazione, dando luogo ad una più lenta velocità di trasmissione dell’impulso 
nervoso lungo l’assone (Figura 8). 
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Il ruolo isolante della guaina mielinica è cruciale per il corretto ed efficiente 
funzionamento del sistema nervoso, come è evidente dalle conseguenze derivanti dalla 
perdita di mielina nel sistema nervoso periferico in condizioni patologiche come il diabete 
mellito, la sindrome di Guillain-Barrè e la Charcot-Marie-Tooth, e nel sistema nervoso 
centrale in malattie quali la sclerosi multipla (Garbay et al., 2000). 
Alla base dell’ insorgenza e propagazione della sensazione dolorifica vi è un complesso 




        
Figura 9: vie nervose del dolore. 
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Figura 10: sezione di midollo spinale e rappresentazione delle vie nervose del dolore. 
 
 
I neuroni sensoriali hanno una struttura particolare chiamata pseudo-unipolare (Figura 11): 
dal corpo centrale, risiedente nei DRG si dirama un unico assone, il quale, poco lontano dal 
soma, si biforca in due braccia, una diretta alla periferia (afferenza primaria), l’altra alle 
corna dorsali del midollo spinale.  
 
 
                   
Figura 11: neurone sensitivo pseudounipolare. 
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Le afferenze sensoriali primarie innervano la pelle ed i tessuti più profondi del nostro 
corpo e rispondono a specifici tipi di stimoli, dolorosi o non dolorosi. Esse presentano 
infatti un recettore sensoriale, che nel caso delle fibre dolorifiche prende il nome di 
nocicettore. Il compito dei nocicettori è quello di rilevare uno stimolo e di trasformarlo in 
energia elettrica. Quando l’energia elettrica raggiunge il valore soglia, si genera un 
potenziale d’azione, che viaggia lungo la fibra afferente verso il SNC, permettendo così la 
percezione del dolore. I nocicettori rispondono a diversi tipi di stimoli: termici 
(termocettori), meccanici (meccanocettori), chimici (chemiocettori). Inoltre esistono 
nocicettori in grado di rilevare diverse tipologie di impulsi (nocicettori polimodali) ed altri 
che si attivano solo in seguito all’infiammazione del tessuto innervato (nocicettori silenti). 
Le fibre assonali dei nocicettori possono essere classificate a seconda del loro target 
periferico (afferenze cutanee, viscerali, articolari, muscolari), della velocità di conduzione 
dell’impulso nervoso (dipendente dalla mielinizzazione e dallo spessore della fibra), delle 
proprietà responsive (tipo di stimolo percepito e intensità dello stimolo necessaria 
all’attivazione) e del mediatore neurochimico sfruttato (peptidergico come la SP, o non 
peptidergico come il glutammato). 
Esistono 3 tipi di fibre nocicettive: A beta (Aβ), A delta (Aδ) e C (Figura 12). 
Le Aβ sono spesse fibre mielinizzate ad alta velocità di conduzione e a bassa soglia, che 
rispondono a stimoli meccanici. 
Le Aδ sono fibre sottili poco mielinizzate a moderata velocità di conduzione e ad alta 
soglia, che rispondo a stimoli termici e pressori. 
Le C sono fibre sottili non mielinizzate a lenta velocità di conduzione e ad alta soglia, che 
rispondono a stimoli termici e pressori. 





Figura 12: tipologia delle fibre afferenti nocicettive. 
 
La diversa velocità di conduzione dell’impulso nervoso è responsabile di due fasi 
temporalmente distinte della percezione nervosa: la prima, acuta e intensa, mediata dalle 
fibre veloci Aβ e Aδ,  la seconda, prolungata e meno intensa, mediata dalle fibre lente C.  
Tutte le fibre afferenti sensoriali primarie sopra citate terminano nelle corna dorsali del 
midollo spinale (lamine I-V), punto nevralgico della trasmissione del dolore (Figura 13). 
 
 
Figura 13: terminazione delle fibre sensoriali afferenti primarie nelle corna dorsali del 
midollo spinale. 
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All’interno delle corna dorsali del midollo spinale la maggior parte delle fibre afferenti 
primarie contrae sinapsi con un interneurone, il cui assone rimane interamente nel midollo 
spinale e arborizza al suo interno. Gli interneuroni compongono la quasi totalità della 
massa delle lamine I, II e III del midollo spinale e si dividono in inibitori ed eccitatori. Gli 
inibitori sfruttano come neurotrasmettitore l’acido gamma-aminobutirrico (GABA) e/o la 
glicina, mentre gli eccitatori il glutammato. Oltre a questi mediatori, studi 
immunocitochimici hanno permesso di evidenziare la presenza di numerosi altri 
neurotrasmettitori in una o entrambe le tipologie di interneuroni come la somatostatina, la 
SP, il neuropeptide Y, la galanina, l’encefalina e la dinorfina (Todd et al., 1993). 
Nonostante gli interneuroni siano il maggior target postsinaptico delle afferenze primarie, 
esse possono anche connettersi direttamente a neuroni di proiezione.  
I neuroni di proiezione presentano assoni che partono dal midollo spinale e terminano in 
diverse aree cerebrali, formando un insieme di vie neuronali coinvolte nella percezione del 
dolore. Attraverso lo studio retrogrado e anterogrado di queste vie (Hylden et al., 1989; 
Lima et al., 1988; Spike et al., 2003; Bernard et al., 1995; Gauriau et al., 2004), è stato 
possibile identificare i principali target anatomici di questi neuroni: 
− Medulla caudale ventrolaterale, responsabile dell’integrazione delle risposte nocicettive 
e cardiovascolari. 
− Nuclei del tratto solitario, responsabili della tachicardia riflessa legata ad uno stimolo 
dolorifico. 
− Area parabrachiale laterale, collegata ad amigdala ed ipotalamo e quindi coinvolta nelle 
risposte emozionali ed autonomiche legate al dolore. 
− Materia grigia periacqueduttale, coinvolta nello sviluppo delle risposte messe in atto per 
far fronte a stimoli stressori. 
− Nuclei talamici, coinvolti negli aspetti sensoriali/discriminativi e affetivi/emotivi del 
dolore. 
Studi di immunoreattività hanno evidenziato nei neuroni di proiezione la presenza del 
recettore della neurochinina 1 (NK1R), target principale della SP (Figura 14) e del 
recettore AMPA (acido α-amino-3-idrossi-5-metil-4-isossazol propionico), target 
principale del glutammato (Spike et al., 2003; Todd et al., 2000). 
Oltre a queste vie ascendenti, esistono anche vie discendenti coinvolte nella sensazione 
dolorifica, le quali partono da un’area cerebrale e raggiungono le corna dorsali del midollo 




Due vie monoaminergiche discendenti arrivano al midollo spinale, una serotoninergica, 
originante dal nucleo magno del rafe, ed una noradrenegica, originante dal locus coeruleus. 
Un’ulteriore via discendente è rappresentata da quella gabaergica che parte dalla medulla 
rostrale ventromediale.  
Questi circuiti neuronali hanno un effetto inibitorio verso il dolore acuto, poiché bloccano 
la secrezione dei neurotrasmettitori eccitatori (glutammato e SP) dai terminali sinaptici 
delle fibre afferenti, impedendo la trasmissione dell’impulso dolorifico.  
Infine l’informazione nocicettiva può convergere, attraverso gli interneuroni, anche alle 
corna ventrali del midollo spinale e generare così il riflesso nocicettivo, responsabile delle 
risposte più rapide dell’organismo per limitare il danno in atto o potenziale. 
 
1.3.3. PATOGENESI DEL DOLORE 
NEUROPATICO 
I danni neuronali provocati dalla neuropatia instaurano un processo patologico che porta 
alla manifestazione della sensazione dolorifica.  
Importanti alterazioni possono colpire sia il SNC che il SNP e possono essere di tipo 
funzionale, chimico e/o anatomico senza il coinvolgimento dei nocicettori.  
Una comoda classificazione del dolore neuropatico si basa sulla presunta eziologia (tabella 
1 e 2) e sui meccanismi patofisiologici alla base della sua insorgenza (tabella 3), anche se 
tutt’oggi non è ancora possibile correlare i segni e i sintomi alla patofisiologia del dolore 
(Scadding GW., 2003). 
Le proprietà patofisiologiche responsabili del dolore neuropatico possono essere 
classificate principalmente in 4 gruppi: generazione ectopica dell’impulso nelle fibre 
afferenti primarie danneggiate, sensibilizzazione centrale, disinibizione (fallimento o 
riduzione dei normali meccanismi inibitori) e plasticità neuronale (cambiamenti 
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Cause periferiche del dolore neuropatico 
Mononeuropatie e mononeuropatie multiple Trauma: compressione, transezione, post-
toracotomia, cicatrici dolenti. 
Mononeuropatia e amitrofia diabetica 
Amitrofia neuralgica 
Malattie del tessuto connettivo 
Plessopatia maligna o da radiazioni 





Diabetica, Alcolica, Pellagra, Beriberi, 
Amiloidea, Sindrome del piedi bruciante 
Isioniazide, Cisplatino, Vincristina,  
• Tossiche/da farmaco Nitrofurantoina, Disulfiram, Tallio, 
Arsenico, Clioquinolo 
• Infettive HIV, polineuropatia infiammatoria acuta  
• Ereditarie Malattia di Fabry, neuropatia sensoriale 
ereditaria dominante/HSAN 
• Maligne  Mieloma carcinomatoso 
• Neuropatia a piccole fibre idiopatica  
Tabella 1: cause alla base dell’insorgenza del dolore neuropatico nel SNP  




Cause centrali del dolore neuropatico 
Radici spinali/gangli delle radici dorsali Ernia del disco, aracnoidite, nevralgia post 
erpetica, nevralgia del trigemino, avulsione 
della radice, rizotomia chirurgica, tumori. 
Midollo spinale Compressione, Siringomelia e tumori 
intrinseci, sclerosi multipla, vascolare: 
infarto, emorragia, alformazione 
aterovenosa (AVM), disrafismo spinale, 
mancanza di vitamina B12, HIV, sifilide, 
cordotomia antero-laterale  
Tronco cerebrale Sindrome midollare laterale, tumori, 
sclerosi multipla, tubercoloma 
Talamo Infarto, emorragia, tumori, lesioni 
chirurgiche 
Area sub-corticale e corticale Infarto, trauma, tumore, malformazione 
aterovenosa (AVM) 
Tabella 2: cause alla base dell’insorgenza del dolore neuropatico nel SNC 
 
Patofiosologia del dolore neuropatico 
Nervi periferici Generazione ectopica dell’impulso 
nervoso–EIG (per anormale espressione del 
canale del Sodio) 
• Aumentata da: stimolazione meccanica, 
Adrenalina/Noradrenalina, ischemia, 
riscaldamento delle fibre mielinizzate, 
raffreddamento delle fibre non-
mielinizzate 
• Diminuita da: anestesia locale, bloccanti 
del recettore alfa, bloccanti del trasporto 
assonale,corticosteroidi, carbamazepina, 
fenitoina 




Gangli delle radici dorsali EIG 
Radici dei nervi spinali EIG 
Sistema nervoso centrale Sensitizzazione centrale 
• Wind-up dei neuroni delle corna dorsali 
mediato dai recettori NMDA 
• Sintesi delle prostaglandine e 
dell’ossido nitrico nei neuroni delle 
corna dorsali 
Disinibizione 
• Deafferenzazione delle cellule delle 
corna dorsali 
• Riduzione della inibizione spinale 
• Riduzione della inibizione nella 
corteccia insulare 
Plasticità 
• Eccitotossicità dei neurotrasmettitori 
con conseguente morte cellulare 
• Iper-regolazione dei recettori post-
sinaptici 
Alterata connettività 
• Rigenerazione inappropriata  
(espressione delle proteine associate 
alla crescita) 
Effetti sul midollo rostrale ventromediale 
• Alterata fisiologia a livello rostrale in 
seguito a lesioni caudali. 
Tabella 3: cause patofisiologiche del dolore neuropatico  
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1.3.4 MECCANISMI ALLA BASE 
DELL’INSORGENZA DEL DOLORE 
NEUROPATICO 
I danni neuronali provocati dalla neuropatia instaurano un processo patologico che porta 
alla manifestazione della sensazione dolorifica.  
Importanti alterazioni possono colpire sia il sistema nervoso centrale che periferico e 
possono essere di tipo funzionale, chimico e/o anatomico.  
 
Dolore neuropatico e sistema nervoso periferico 
Nel SNP la neuropatia altera soprattutto la normale funzionalità delle fibre Aδ e C, 
causando le seguenti anomalie: 
− nelle fibre danneggiate si genera una risposta infiammatoria che crea un’infiltrazione 
locale (“inflammatory soup”) composta da molteplici elementi proinfiammatori: 
istamina, bradichinina, serotonina, adenosina trifosfato (ATP), prostaglandine, 
leucotrieni, citochine (IL-1 β, IL-6, TNF-α) e NGF (Millan et al., 1999; Willis et al., 
1997; Sommer et al., 2004; Ito et al., 2001., Snider et al., 1998). L’infiltrazione 
infiammatoria causa la sensibilizzazione dei nocicettori (diminuzione della soglia di 
stimolazione e risposte allo stimolo più lunghe) e la generazione di impulsi spontanei; 
− i danni alla membrana assonale portano all’espressione di nuovi canali ionici di 
membrana, tra cui i canali del sodio. I canali del sodio formati in risposta all’insulto 
patologico sono aberranti per diverse proprietà funzionali. Molti di essi risultano infatti 
essere resistenti alla tetrodotossina (tossina del pesce palla bloccante i canali del sodio) 
ed hanno la capacità di generare impulsi ectopici che provocano dolore e parestesia 
(Hirade et al., 1999; Devor et al., 1994); 
− un’anomala connessione elettrica non sinaptica può generarsi tra fibre nervose di 
diverso tipo (Aβ - C) della zona danneggiata, rendendo così possibile il trasferimento di 
impulsi da un assone all’altro (“ephatic transmission”) (Seltzer et al., 1979); 
− le fibre nervose intatte adiacenti alle afferenze danneggiate possono creare nuove 
connessioni nella zona di tessuto denervata. Nei soggetti affetti da neuropatia diabetica 
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si è infatti notato un aumento dell’attività simpatica e dei livelli di noradrenalina 
circolante (Scadding et al., 1981).  
Ciò è dovuto alla formazione di nuove terminazioni nervose da parte delle fibre 
adrenergiche (McLachlan et al., 1993), che causa una sensibilizzazione periferica 
(ipereccitabilità delle afferenze primarie). 
 
Dolore neuropatico e sistema nervoso centrale 
La sensibilizzazione periferica, caratterizzata dall’abbassamento della soglia di attivazione, 
dall’aumento della risposta ad uno stimolo e da un’anomala attività spontanea delle fibre 
afferenti (Baron et al., 2000; Woolf et al., 1992), può a sua volta generare una 
sensibilizzazione del SNC (sensibilizzazione centrale). 
La sensibilizzazione centrale riguarda soprattutto le sinapsi eccitatorie delle corna dorsali 
del midollo spinale dove agisce il glutammato, principale neurotrasmettitore eccitatorio 
(Svendsen et al., 1998; Stanfa and Dickenson, 1999) (Figura 14). 
A livello presinaptico il glutammato viene accumulato all’interno di vescicole e 
successivamente rilasciato per esocitosi grazie all’azione di specifiche famiglie di proteine, 
le sinapsine e le sintaxine. Le prime sono deputate all’ancoraggio delle vescicole di 
secrezione al citoscheletro che si distaccano da esso tramite la fosforilazione del residuo 
serinico della sinapsina (Bogen et al., 2006); le seconde ancorano le vescicole alle zone 
attivo e ne facilitano la fusione. Studi condotti in modelli animali hanno dimostrato che 
danni neuronali al midollo spinale aumentano l’espressione genica di sinapsina, indicando 
il suo coinvolgimento nel rimodellamento sinaptico (Lau et al., 2011). 
Il glutammato è un aminoacido molto affine al recettore postsinaptico NMDA, un canale 
ionico formato da tre subunità (GLUNR1, NR2 e NR3) che, una volta attivato, permette 
l’ingresso di sodio e di calcio nella cellula, depolarizzando la membrana cellulare e 
generando così un impulso elettrico (trasmissione sinaptica eccitatoria). 
A livello postsinaptico, i recettori del glutammato sono concentrati in una struttura definita 
postsynaptic density (PSD), dove sono presenti anche molecole di trasduzione del segnale 
e proteine strutturali. Tra queste la più importante è la proteina della densità post-sinaptica 
95 (PSD-95), una proteina citoscheletrica che ancora i recettori NMDA, soprattutto la 
subunità NR2 (Bard and Groc, 2011), alla membrana postsinaptica, regolandone l’attività 
(Lau and Zukin, 2007). 
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La struttura e la composizione della PSD può subire dei cambiamenti in base a specifiche 
attività neuronali o sensoriali (come i processi di apprendimento e di sviluppo della 
memoria). I neuroni, quindi, cambiano la morfologia delle connessioni sinaptiche e ne 
creano di nuove attraverso cambiamenti nella composizione molecolare delle sinapsi e 
nelle modificazioni chimiche delle proteine sinaptiche (plasticità sinaptica) (Sheng and 
Hoogenraad, 2007). 
Nella neuropatia dolorosa l’aumentata eccitabilità delle fibre afferenti comporta un 
maggiore rilascio di neurotrasmettitori. In particolare l’aumento di glutammato a livello 
sinaptico comporta un’attivazione continua e prolungata dei recettori NMDA presenti sugli 
interneuroni del midollo spinale (potenziale a lungo termine), causando iperalgesia e 
abbassamento della soglia del dolore (Dickenson et al., 1997; Baranauskas and Nistri, 
1998). 
Più specificatamente, l’iperalgesia sembra essere correlata ad un aumento della 
fosforilazione attivante delle subunità dei recettori NMDA (Daulhac et al., 2011). Le più 
importanti chinasi che si occupano di queste regolazioni sono la PKC e la Src, che 
fosforilano le subunità GluN1, GluN2A e GluN2B (Viviani et al., 2003). In alcuni modelli 
animali di PDN si è notato come l’aumento dell’espressione della subunità GluN1 
fosforilata (pGluN1) nel midollo spinale di ratto sia correlata con l’instaurarsi di sintomi 
dolorosi (Guo et al., 2004; Daulhac et al., 2011). 
 
                                              
Figura 14: sensibilizzazione centrale. 
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L’ipereccitabilità neurale è dovuta non solo ad una aumentata attività eccitatoria ma anche 
alla diminuzione dell’attività degli interneuroni inibitori e delle vie discendenti 
adrenergiche e serotoninergiche. In particolare nei pazienti affetti da dolore neuropatico si 
è registrata una diminuzione del tono GABAergico e glicinergico negli interneuroni della 
corna dorsali del midollo spinale (Bhisitkul et al., 1990; Woolf et al., 2004). 
Anche le fibre C sono coinvolte nello sviluppo della sensazione dolorifica. Infatti, il loro 
danneggiamento può causare deafferentazione degli interneuroni del midollo spinale e in 
risposta a questo fenomeno si ha un rimodellamento delle fibre Aβ, che creano nuove 
connessioni con gli interneuroni deafferenziati (plasticità neuronale) (Woolf et al., 1992; 
Woolf et al., 1995). La stimolazione delle fibre Aβ, fisiologicamente associate alla 
sensibilità meccanocettiva, può quindi causare allodinia meccanica; un semplice tocco può 
così generare dolore (Figura 15); 
 
 
Figura 15: A) Terminazione normale delle fibre Aβ e C nelle corna dorsali del midollo 
spinale. B) Riarrangiamento delle terminazioni nervose in seguito alla degenerazione delle 
fibre C. Le fibre Aβ formano sinapsi con le fibre C. 
 
Oltre all’allodinia meccanica, la degenerazione delle fibre afferenti C può causare perdita 
della responsività agli oppioidi. A livello spinale, infatti, la maggior parte dei recettori µ 
per gli oppioidi si trova sul terminale presinaptico delle fibre C. La perdita di queste 
afferenze comporta dunque la mancata risposta analgesica associata agli oppioidi e 
l’inefficacia di un importante approccio farmacologico al dolore neuropatico (Figura 16) 
(Dickenson et al., 1994); 
Capitolo 1 - Introduzione 
47 
 
          
Figura 16: A) Situazione fisiologica del rapporto tra fibre C e recettori µ. B) Perdita della 
responsività analgesica agli oppioidi in seguito al danneggiamento delle fibre C e alla loro 
degenerazione. Le connessioni anomale delle fibre Aβ con le postsinapsi rilasciano 
amminoacidi eccitatori (AE) con effetto stimolatorio.(G-p: proteina G). 
 
se la stimolazione dolorifica diventa persistente, come nel caso di dolore cronico, possono 
esserci alterazioni anche nell’espressione genica. Nel SNC può infatti variare la 
regolazione della sintesi proteica, con alterazioni fenotipiche e/o morfologiche di carattere 
patologico. Nei casi di dolore neuropatico cronico ad esempio si nota un aumento dei 
livelli di SP e di dinorfina (Woolf et al., 1999; Draisci et al., 1991); 
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1.4 NEUROPATIA DIABETICA 
DOLOROSA 
Il dolore è uno dei sintomi che più spesso caratterizzano la ND, a tal punto che la PDN è 
stata riconosciuta come una sindrome specifica di ND.  
L’epidemiologia della PDN non è ancora nota con chiarezza, dato che storicamente gli 
studi epidemiologici sulla ND non fanno differenza tra i pazienti che manifestano o meno 
sintomatologia dolorosa, ma considerano il dolore come uno dei criteri di inclusione.  
In generale, in letteratura, la prevalenza della PDN varia dal 10% al 20% dei soggetti 
diabetici, e dal 40% al 50% di quelli affetti da ND (Veves et al., 1993; Galer et al., 2000; 
Gordois et al., 2003). 
Nella PDN il dolore è di tipo neuropatico, sia centrale che periferico, e può manifestarsi in 
vario modo nei pazienti. I sintomi dipendono infatti dal tipo di fibre nervose interessate 
(motorie, sensitive, vegetative) e dalla loro localizzazione. In genere il dolore viene 
percepito come una sensazione di bruciore, di scossa elettrica, di intenso formicolio e può 
essere moderato o severo. Può anche verificarsi parestesia (insorgenza di una sensazione 
elementare come formicolio, pizzicore e solletico in assenza di una stimolazione specifica), 
disestesia (vari stimoli destano reazioni diverse dal normale), allodinia (dolore suscitato da 
uno stimolo che normalmente non è in grado di provocare una sensazione dolorosa (IASP, 
1994)), iperalgesia (eccessiva risposta ad uno stimolo che è normalmente doloroso) e 
iperpatia (aumentata percezione dolorosa di uno stimolo sensoriale che coinvolge grandi 
aree del corpo, sino a divenire talvolta generalizzata). Oltre a questi sintomi definiti 
“positivi”, ne esistono altri “negativi”, come deficit sensoriali (ipoestesia e ipoalgesia), 
debolezza muscolare (astenia) e alterazione dei riflessi.  
Il dolore è di solito più intenso la notte e viene percepito soprattutto ai piedi e alle gambe, 
ma può coinvolgere anche mani e braccia.  
Anche se in alcuni casi può risolversi completamente o solo in parte (Young et al., 1988; 
Benbow et al., 1993), il dolore può cronicizzare e persistere per diversi anni (Boulton et al., 
1983), compromettendo la qualità di vita dei pazienti in molti aspetti come il sonno, 
l’umore, l’abilità al lavoro e le relazioni interpersonali (Galer et al., 2000; Vileikyte et al., 




Classificare clinicamente il dolore risulta difficile, ma è importante al fine della diagnosi e 
per la scelta di un’adeguata terapia. Non sempre infatti la sintomatologia dolorifica riferita 
dal paziente diabetico risulta essere dovuta alla PDN, ma ad altri fattori come la deficienza 
di vitamina B12, l’ipotiroidismo e l’uremia. 
Diversi test fisici possono evidenziare la presenza di alterazioni sensoriali e di dolore. Ad 
esempio un esame della sensibilità alle vibrazioni può essere eseguito appoggiando un 
diapason sull’alluce del paziente e registrando l’inizio e la fine della percezione della 
vibrazione generata. 
La sensibilità pressoria può invece essere giudicata attraverso la stimolazione della pianta 
del piede con un monofilamento di 10 grammi. In questo test viene valutato se il paziente 
percepisce o meno lo stimolo esercitato attraverso il filamento. Infine la sensibilità al 
dolore superficiale può essere valutata attraverso l’utilizzo di uno spillo. 
Anche  gli esami neurofisiologici svolgono un importante ruolo diagnostico, come 
l’elettromiografia (analisi dell’attività delle fibre muscolari stimolate attraverso un 
elettrodo aghiforme) e l’elettroneurografia (analisi della velocità di conduzione delle fibre 
nervose stimolate da un impulso elettrico). 
Indispensabile risulta infine il colloquio con il paziente al fine di comprendere al meglio la 
sintomatologia e di diagnosticare correttamente la patologia: vari questionari sono stati 
proposti per la valutazione del dolore neuropatico nei pazienti, come il McGill Pain 
Questionnaire, il Neuropathyc Pain Questionnaire e il Pain Diagnostic Questionnaire. 
Per quanto riguarda la terapia, ad oggi non sono ancora stati trovati farmaci in grado di 
curare la PDN e l’approccio terapeutico generale resta quello di alleviare la sintomatologia 
dolorifica nel paziente.  
A tal scopo, il primo obiettivo è il controllo della glicemia: diversi studi hanno infatti 
dimostrato che un accurato controllo glicemico non solo sarebbe in grado di bloccare la 
progressione del dolore neuropatico, ma abbasserebbe anche il rischio di sviluppare la 
PDN (Amthor et al., 1994; The Diabetes Control and Complication Trial Research Group, 
1995; Tesfaye et al., 1996; UK Prospective Diabetes Study Group, 1998). 
Oltre all’insulina, i farmaci più utilizzati per il trattamento della PDN sono gli 
antidepressivi triciclici e di seconda generazione, gli antinfiammatori non steroidei e gli 
antiepilettici (Gore et al., 2007), sostanze che, purtroppo, non sono del tutto efficaci, sia 
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per il lungo tempo richiesto per agire, sia per l’insorgenza di effetti collaterali legati 
proprio all’uso prolungato di questi medicinali, aggravando così la condizione di salute già 
precaria dei pazienti. 
L’obiettivo oggi è dunque quello di trovare farmaci efficaci in grado di agire direttamente 
all’origine del dolore neuropatico, per poter così curare questa grave e diffusa patologia. 
 




Un aspetto comune riscontrato nel dolore neuropatico è la presenza di infiammazione nel 
sito di lesione del nervo. L'infiammazione, o flogosi, è un meccanismo di difesa non 
specifico, innato, che costituisce una risposta protettiva, che segue all'azione dannosa di 
agenti fisici, chimici e biologici, il cui obiettivo finale è l'eliminazione della causa iniziale 
del danno cellulare o tissutale, nonché avviare il processo riparativo. I processi 
fisiopatologici che costituiscono la risposta infiammatoria comprendono vasodilatazione e 
aumento di permeabilità, con conseguente passaggio di liquidi dal letto vascolare al tessuto 
leso (edema) ed infiltrazione leucocitaria nell'area di lesione. 
Quando la risposta infiammatoria è a carico del SNC o SNP si parla di 
neuroinfiammazione. 
La microglia e gli astrociti sono due tipi cellulari residenti all’interno del SNC che 
svolgono un ruolo chiave nella organizzazione locale della risposta neuro infiammatoria 
(Figura 17). La microglia è coinvolta nei processi di sviluppo, mantenimento e riparazione 
dell’ambiente neuronale. Nel cervello sano queste cellule si trovano in uno stato di 
quiescenza caratterizzato da una bassa espressione dei recettori di membrana coinvolti in 
funzioni immunologiche (Hanisch et al., 2007). Sebbene si trovino in questo stato di 
“riposo”, le cellule della microglia monitorano costantemente i cambiamenti che 
avvengono nell’ambiente circostante e sono pronte ad intervenire per garantire l’integrità 
tissutale. Quando stimolata, la microglia acquisisce una morfologia ameboide ed esprime 
una serie di molecole di superficie (Oehmichen et al., 1975; Cho et al., 2006), come MHC, 
i recettori per le chemochine, CD-14 e TLR-4 (Rock et al., 2004). Questo stato attivato 
coincide con la produzione di mediatori solubili sia dannosi, come citochine pro-
infiammatorie, specie reattive dell’ossigeno e dell’azoto (Sawada et al., 1989; Moss et al., 
2001; Viviani et al., 2001; Liu et al., 2002; Tansey et al., 2007), sia non dannosi come 
citochine anti-infiammatorie e fattori trofici (Morgan et al., 2004; Liao et al., 2005,; Muller 
et al., 2006). La produzione bilanciata di questi fattori contribuisce al recupero della 
funzione cerebrale. 
Le cellule della microglia sono considerate le principali cellule immunitarie residenti nel 
SNC, tuttavia è importante sottolineare come anche gli astrociti siano cellule 
immunocompetenti e regolatori chiave dell’infiammazione del SNC al pari delle prime. Gli 
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astrociti sono le cellule gliali più abbondanti nel SNC e svolgono funzioni essenziali per 
l’omeostasi cerebrale e neuronale. Come la microglia, gli astrociti si attivano in un 
processo conosciuto con il termine “astrogliosi”, il quale è caratterizzato da alterata 
espressione genica, dall’aumento dell’espressione di molecole specifiche (proteina acidica 
gliale fibrillare (GFAP) e vimentina), ipertrofia e proliferazione cellulare (Rdet et al., 
1997). Gli astrociti attivati rilasciano diverse molecole coinvolte nel processo 
infiammatorio come citochine, chemochine e fattori di cresita, contribuendo sia ad effetti 
neuroprotettivi che neurotossici (Farina et al., 2007). 
Nella PDN lo stato attivato della microglia e degli astrociti perdura nel tempo continuando 
a produrre fattori proinfiammatori in grado sia di sostenere l’attivazione gliale stessa sia di 
sensibilizzare o stimolare direttamente i neuroni. Ciò comporta il mantenimento e 
l’amplificazione del dolore neuropatico, con conseguente iperalgesia ed allodinia. 
Tra le sostanze secrete dalla glia, come detto precedentemente, ruolo fondamentale è svolto 
dalle citochine (Dinarello e al., 1999), molecole infiammatorie in grado di modulare nei 
neuroni sia la conduttività e la numerosità dei recettori NMDA e AMPA del glutammato 
(Beattie et al., 2002; Stellwagen et al., 2006), sia il rilascio di SP dalle afferenze sensoriali 
primarie (Linda R. et al., 2003), alterando così l’eccitabilità neuronale (Figura 17). Tra 
queste un ruolo importante è svolto da: 
• Interleuchine: gruppo di citochine, chiamate così per la loro capacità di comunicare 
con i leucociti. Esistono oltre 30 isoforme di interleuchine, alcune di queste sono 
antiinfiammatorie (IL-4 e IL-10), altre pro-infiammatorie (IL-1, IL-6 e IL-8) e sono 
coinvolte in numerosi meccanismi di dolore neuropatico associato al diabete. Studi 
sui roditori, nei quali è stata indotta la patologia diabetica con un’iniezione di STZ, 
hanno rivelato un aumento dei livelli di mRNA dell’IL-6 nei topi diabetici rispetto 
ai controlli (Bierhaus et al., 2004; Yamakawa et al., 2011); 
• Chemochine: grande gruppo di proteine a basso peso molecolare la cui funzione 
principale consiste nell'attivazione e nel reclutamento (chemiotassi) 
dei leucociti nei siti di flogosi. Numerosi studi sui modelli animali di neuropatia 
diabetica hanno mostrato un aumento dell’espressione dei recettori delle 
chemochine CX3CR1 e CCR2 nei tessuti neurali in seguito a danno, dimostrando 
così il loro coinvolgimento nella trasmissione dolorifica (Vallejo et al., 2010). 
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• TNFα: citochina pro-infiammatoria coinvolta nei processi nocicettvi di origine 
neuropatica e infiammatoria, in grado di indurre potenziali d’azione ectopici nei 
neuroni sensoriali (Sorkin et al., 1997) e risposta nocicettiva di tipo meccanico e 
termico nei roditori (Wagner and Myers, 1996). Il legame tra TNFα e la 
nocicezione è  confermato dal fatto che la sua espressione aumenta in seguito ad 
uno stimolo termico o meccanico in un modello di ND (Okamoto et al., 2001).  
Per esplorare ulteriormente il ruolo di TNFα nella ND, sono stati effettuati studi su 
modelli di roditori nei quali è stata indotta la patologia diabetica, mediante 
un’iniezione di STZ; la somministrazione di TNFα nel nervo sciatico degli animali 
ha determinato una riduzione della velocità di conduzione nei nervi motori, che è 
un sintomo molto ricorrente nei pazienti con ND (Satoh et al., 2003). 
Diversi ricercatori hanno dimostrato che la somministrazione di citochine 
proinfiammatorie esogene ha indotto un aumento della nocicezione e della sensibilità 
neuronale verso stimoli nocicettivi dimostrando l’importante ruolo svolto da queste 
molecole nella percezione della sensazione dolorifica (Maier et al., 1998; DeLeo et al., 
1996; Falchi et al., 2001; Reeve et al., 2000; Tadano et al., 1999). Inoltre, la 
somministrazione di antagonisti delle citochine si è rivelata efficace nel risolvere o 
prevenire l’allodinia e l’iperalgesia in tutti i modelli animali testati (Watkins et al., 1997; 
Milligan et al., 2001; Milligan et al., 2003; Switzer et al., 2001).   
Risulta dunque evidente il ruolo centrale che la neuroglia svolge nel complesso quadro 
della patogenesi del dolore neuropatico evocato dal diabete. 
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1.5 STEROIDI NEUROATTIVI 
1.5.1 DEFINIZIONE DEGLI STEROIDI 
NEUROATTIVI 
 
Gli ormoni steroidei sono una serie di composti di natura lipidica derivanti da un 
precursore comune, il colesterolo. La loro sintesi avviene prevalentemente a livello degli 
organi steroidogenici periferici, in particolare nelle gonadi e nelle ghiandole surrenali, 
mediante l’intervento di diversi enzimi.  
Sono chimicamente costituiti dal fondamentale gruppo idrocarburico tetraciclico saturato  
(1,2-ciclopentanoperidrofenantrene) chiamato anche sterano, caratteristico del colesterolo 






Figura 18: Struttuttura chimica degli steroidi. (A) nucleo sterano o gruppo idrocarburico 
saturato tetraciclico presente nella struttura di tutti i composti steroidei. (B) Nucleo 
pregnano che caratterizza gli steroidi C21 come i progestinici (B1) e i corticosteroidi (B2) 
rappresentati dal progesterone e dal cortisolo, rispettivamente. (C) Nucleo androstano 
degli steroidi C19 come gli androgeni rappresentati dal testosterone. (D) Nucleo estrano 
degli steroidi C18 come gli estrogeni rappresentati dall’estradiolo. 
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In relazione alla loro natura, al sito di sintesi, alle specifiche caratteristiche chimiche e ai 
recettori con i quali si legano ed interagiscono, gli ormoni steroidei prodotti 
endogenamente possono essere raggruppati in diverse categorie: androgeni (testosterone e 
suoi derivati), estrogeni (estradiolo), progestinici (progesterone e suoi derivati) e in 
corticosteroidi, ovvero mineralcorticoidi (aldosterone) e glucocorticoidi (cortisolo). I 
corticosteroidi e i progestinici sono steroidi C21 e possiedono il nucleo pregnano con un 
gruppo “en-4-one-3” e una funzione ossidata al C20. Gli androgeni sono steroidi C19 e 
contengono il nucleo androstano che può avere legati a sé i gruppi 17β-idrossilato e l’ “en-
4-one-3” come il testosterone. Gli estrogeni sono steroidi C18 che contengono il nucleo 
estrano con una funzione ossidrilica al C3, l’anello A aromatico e una funzione ossidata al 
C17; a differenza degli altri steroidi, gli estrogeni non hanno il gruppo metilico al C10 
(Mensah-Nyagan et al. 2009). 
La natura chimica degli steroidi permette loro di comportarsi come molecole lipofile, 
soprattutto quando si trovano in forma libera o non coniugata con i radicali solfati. Per 
questo motivo gli steroidi sintetizzati nelle ghiandole periferiche sono in grado di 
raggiungere e agire su diversi tessuti. 
Per diversi anni la produzione degli steroidi endogeni è stata esclusivamente deputata alle 
ghiandole surrenali e alle gonadi, ma ora è noto che anche altri tessuti come l’intestino, il 
fegato, la prostata e il sistema nervoso sono in grado di sintetizzare e/o metabolizzare gli 
steroidi.(Belanger et al 1989; Dalla-Valle et al., 1992; Martel et al., 1994; Baulieu et al., 
1999) 
In particolare, il sistema nervoso viene controllato in maniera paracrina e autocrina dagli 
steroidi sintetizzati direttamente dai neuroni e dalle cellule gliali, che per questo motivo 
vengono chiamati neurosteroidi (Baulieu 1998). 
Risulta difficile, quindi, discriminare se l’effetto degli steroidi sia dovuto alla sintesi in 
“situ”, agli ormoni periferici o alla conversione enzimatica degli steroidi nei rispettivi 
metaboliti più attivi. Per questo motivo è stato coniato il termine steroidi neuroattivi (Paul 
and Purdy, 1992;  Rupprecht and Holsboer, 1999; Melcangi and Panzica, 2001; Rupprecht 
et al., 2001; Melcangi et al., 2008) per indicare tutti gli steroidi che sono in grado di 
regolare le funzioni neuronali.  
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1.5.2 BIOSINTESI DEGLI STEROIDI 
NEUROATTIVI 
La sintesi degli steroidi neuroattivi non è una peculiarità degli organi steroidogenici, ma 
può avvenire anche a livello del sistema nervoso (Baulieu, 1999). 
La formazione dei neurosteroidi è stata evidenziata nel sistema nervoso attraverso 
differenti studi, sia biochimici sia molecolari, che hanno dimostrato l’espressione nei 
neuroni e/o nelle cellule gliali delle proteine implicate nel trasporto del colesterolo 
all’interno del mitocondrio e di numerosi enzimi chiave della steroidogenesi (Pelletier 
2010) 
I processi implicati nella sintesi degli steroidi nel sistema nervoso centrale sono 




Figura 19: Rappresentazione schematica della neurosteroidogenesi. Le frecce 
rappresentano la localizzazione cellulare nei neuroni (rosse), negli astrociti (verdi) e nella 
microglia (blu). 
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Il primo passaggio è rappresentato dalla conversione del colesterolo a pregnenolone. 
Questo processo si compone di due reazioni: la reazione enzimatica vera e propria che 
rappresenta il primo passaggio enzimatico della sintesi di tutte le classi di ormoni steroidei 
e che è catalizzato dall’enzima mitocondriale citocromo P450 che taglia la catena laterale 
del colesterolo (P450scc) e dal trasferimento del colesterolo dalla membrana mitocondriale 
esterna a quella interna, dove è localizzato l’enzima P450scc. Questo passaggio 
rappresenta il punto limite di tutto il processo steroidogenico ed è sotto il controllo 
ormonale. A livello della membrana mitocondriale esterna due proteine quali il TSPO 
(Papadopoulos et al., 2006), e la proteina regolatrice della steroidogenesi acuta (StAR) 
(Lavaque et al., 2006), esercitano un ruolo attivo. 
La proteina TSPO è ampiamente espressa in tutto l’organismo ma è particolarmente 
presente nei tessuti in cui vengono sintetizzati gli steroidi (Gavish et al., 1999; Lacapere 
and Papadopoulos, 2003), e questo è in linea con l’importanza che riveste nella sintesi di 
queste molecole. Nel cervello, invece, la sua espressione è limitata alle cellule ependimali 
e alla glia (Lacapere and Papadopoulos, 2003), mentre nel sistema nervoso periferico si 
trova espressa nelle cellule di Schwann. Per quanto riguarda la proteina StAR, essa viene 
prodotta come precursore da 37 kDa e successivamente è trasportata nel mitocondrio dove 
viene trasformata, attraverso un processo proteolitico, in una proteina inattiva di 30 kDa 
intramitocondriale. StAR è ampiamente distribuita nel cervello, anche se sono stati 
riportati differenti livelli di trascrizione a seconda dell’area considerata. In particolare, 
l’espressione di StAR sembra essere ristretta a specifiche popolazioni neuronali e 
astrogliali in tutte le aree cerebrali, anche se la sua espressione è predominante nei neuroni 
(Sierra et al., 2003). 
Nel SNP invece, StAR è maggiormente espressa nelle cellule di Schwann (Benmessahel et 
al., 2004). Anche i passaggi consecutivi della steroidogenesi sembrano avvenire sia nei 
neuroni (Tsutsui et al., 2000) che nella glia. Gli astrociti, gli oligodendrociti e le cellule di 
Schwann sono in grado di trasformare il colesterolo in pregnenolone (PREG) e di 
metabolizzare il pregnenolone in progesterone (PROG), reazione che viene catalizzata 
dall'enzima 3β-idrossisteroido deidrogenasi (3β-HSD) (Hu et al., 1987; Akwa et al., 1993; 
Jung-Testas et al.,1999; Zwain and Yen, 1999) o in deidroepiandosterone (DHEA) 
(Melcangi et al., 2008). In particolare, queste molecole esercitano effetti sul SNC di per sé, 
ma possono, mediante delle trasformazioni metaboliche, portare alla formazione di 
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metaboliti neuroattivi. Grazie alla loro struttura lipofila, gli steroidi neuroattivi possono 
spostarsi da una cellula all'altra (Giatti et al., 2012b). Questo influisce notevolmente sul 
loro metabolismo e dipende dal repertorio enzimatico espresso nei diversi tipi cellulari. Per 
esempio, il DHEA può essere convertito in androstenediolo e successivamente in 
testosterone, o in androstenedione in tutte le cellule del SNC (Melcangi et al., 2008). Nei 
neuroni, l’androstenedione, così come il testosterone, può essere convertito dall’aromatasi 
P450 (ARO) in estrone e 17β-estradiolo (17β-E2) rispettivamente. 
Questo si verifica anche negli astrociti, che esprimono l’enzima ARO, ma non nella 
microglia (Garcia-Segura et al., 2003). Nei neuroni, così come negli astrociti, il PROG e il 
testosterone possono essere metabolizzati dal complesso enzimatico costituito da 5α-
reduttasi (5α-R) e 3α- idrossisteroido deidrogenasi (3α-HSD) in diidroprogesterone (DHP) 
e tetraidroprogesterone (3α,5α-THP, noto anche come allopregnanolone), o 
diidrotestosterone (DHT) e 5α-androstano-3α,17β-diolo (3α-diolo) rispettivamente 
(Melcangi et al., 2008). Sebbene questi pathways siano tipici della microglia, essa non è in 
grado di produrre PREG o PROG dal colesterolo. Inoltre, esprimendo 17β-HSD, è in grado 
di sintetizzare l’androstenediolo a partire dal DHEA (Jellinck et al., 2007) e il testosterone 
dall’androstenedione (Jellinck et al., 2006; Jellinck et al., 2007) Infine, poiché le cellule 
microgliali non esprimono ARO, esse sono in grado di produrre estradiolo a partire solo da 
estrone e non da testosterone (Gottfried-Blackmore et al., 2008). 
Il metabolismo di PROG e del testosterone ha un profondo impatto sul meccanismo 
d'azione di questi steroidi neuroattivi. Infatti, mentre il DHP, come il PROG, è in grado di 
interagire con il recettore steroideo classico, il recettore del PROG (PR) (Melcangi et al., 
2008), il 3α,5α-THP è un potente ligando dei recettori steroidei non classici, come il 
recettore GABA-A (Lambert et al., 2003; Belelli and Lambert, 2005). Analogamente, il 
DHT è in grado di interagire con il recettore degli androgeni (AR), mentre il 3a-diolo è un 
ligando del recettore GABA-A (Melcangi et al., 2008). Pertanto, la conversione metabolica 
del testosterone e del PROG nei loro derivati potrebbe modulare diversamente e 
specificamente il meccanismo d’azione dei rispettivi precursori, attraverso il reclutamento 
di diversi pathways del SNC.  
Sia i neuroni che le cellule gliali esprimono i recettori estrogenici, rappresentati dalle 2 
isoforme di recettori nucleari, ER-α e ER-β (Melcangi et al., 2001; Brinton et al., 2008; 
Melcangi et al., 2008). Tuttavia, non tutti i tipi di cellule gliali esprimono lo stesso 
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repertorio di recettori steroidei e la loro espressione cambia in relazione allo stato di 
attivazione delle cellule, alla localizzazione regionale e allo stadio di sviluppo. Per 
esempio, un recettore per gli estrogeni (ERα) è espresso in cellule microgliali, mentre ERβ, 
AR e PR non sembrano essere espresse in condizioni fisiologiche (Sierra et al., 2007; 
Sierra et al., 2008). Astrociti esprimenti AR sono stati osservati nella corteccia cerebrale di 
ratti al decimo giorno post-natale (DonCarlos et al., 2006) nel nucleo arcuato e nella 
formazione dell'ippocampo di ratti adulti (Tabori et al., 2005; DonCarlos et al., 2006). 
L’espressione dei recettori steroidei e il loro metabolismo possono essere modificati da 
insulti differenti. Nei ratti, per esempio, lesioni cerebrali inducono l'espressione di ERα 
nelle cellule astrocitarie immunereattive a vimentina e a GFAP, o del recettore degli 
androgeni nella microglia immunomarcata con MHC di classe II e lecitina. Questi dati 
suggeriscono che l'espressione dei diversi recettori in diversi tipi cellulari è necessaria per 
la corretta modulazione della risposta agli insulti (Garcia-Ovejero et al., 2002). 
 
1.5.3 STEROIDI NEUROATTIVI E 
SISTEMA NERVOSO CENTRALE 
Gli steroidi neuroattivi agiscono come importanti regolatori fisiologici della funzionalità 
del SNC (Melcangi et al. 2008, 2011, Panzica et al. 2012). Inoltre, studi condotti su 
modelli sperimentali di diverse patologie neurodegenerative come il morbo di Alzheimer, 
il morbo di Parkinson, la sclerosi multipla, i traumi cerebrali, l’ictus, l’autismo e la 
schizofrenia, hanno dimostrato che la somministrazione degli steroidi neuroattivi è in 
grado di favorire diversi processi protettivi/riparativi come l’inibizione della morte 
neuronale, la neurogenesi, la mielinizzazione, la riduzione della neuroinfiammazione e la 
modulazione delle sensazione dolorifiche (Brinton & Wang 2006, Garcia-Segura & 
Balthazart 2009, Melcangi & Garcia-Segura 2010, Melcangi et al. 2011, Kipp et al. 2012, 
Panzica et al. 2012, Schumacher et al. 2012, Mensah-Nyagan et al. 2009). 
Gli effetti degli steroidi neuroattivi sono stati valutati anche su un modello sperimentale di 
Parkinson (PD), ottenuto usando la neurotossina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina 
(MPTP), che mima per certi aspetti la patologia umana (Vajda, 2002). I risultati ottenuti 
somministrando 17β-estradiolo o DHEA, rispettivamente, alle scimmie ovarectomizzate o 
ai topi, entrambi trattati con MPTP, hanno dimostrato che tali steroidi proteggono dalla 
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neurotossina i neuroni dopaminergici nello striato (D’Astous, et al. 2003, Morisette et al. 
2009). Questo risulta importante perché la loro ridotta attività causa la morte neuronale 
nella pars compacta della sostanza nigra che è considerata la causa principale della 
comparsa del Parkinson nell’uomo.  
Interessanti risultati sono stati anche ottenuti nel modello di esposizione cronica al 
manganese che provoca il manganismo, un disordine neurodegenerativo simile al morbo di 
Parkinson che altera la funzionalità dei trasportatori del glutammato presenti sugli astrociti. 
Come recentemente osservato nelle colture primarie degli astrociti corticali il trattamento 
con estradiolo e con il modulatore selettivo dei recettori per gli estrogeni, il tamoxifene, 
aumenta la funzionalità dei trasportatori del glutammato stimolando l’espressione di 
TGFβ1 e contrasta l’inibizione della captazione del glutammato indotta dal manganese 
(Lee et al. 2009). 
Nel modello sperimentale della sclerosi multipla, (l’encefalomielite autoimmune 
sperimentale, EAE),  il progesterone (PROG) non solo è in grado di diminuire la severità 
clinica, la demielinizzazione e la disfunzione neuronale (Garay et al. 2008) ma anche di 
impedire il danno assonale (Garay et al. 2009). Tale effetto sembra essere in accordo con la 
diminuzione dei livelli di PROG osservata nel midollo spinale degli animali EAE (Giatti et 
al. 2009a). Oltre al PROG anche l’estradiolo sembra essere neuroprotettivo in tale modello: 
il suo effetto viene esplicato attraverso il recettore 30 accoppiato alle proteine G (GPR30), 
la cui attivazione diminuisce la produzione di IL-17 in seguito all’aumento di espressione 
della proteina della morte programmata 1 (PD-1) nelle cellule CD4+Foxp3+ regolatorie, 
contrastando così gli effetti clinici della patologia (Wang et al. 2009a, b). 
Molti ricercatori sostengono che gli steroidi neuroattivi, agendo durante i periodi critici 
dello sviluppo cerebrale, possano modulare la vulnerabilità genetica alla base 
dell’insorgenza dei disordini psichiatrici tra cui schizofrenia e autismo (Knickmeyer and 
Baron-Cohen, 2006; Auyeung et al., 2008;). Sulla base di studi condotti su modelli 
sperimentali di tali patologie, è stato proposto che il gene maggiormente coinvolto nello 
sviluppo di questi disordini psichiatrici è quello che codifica per la proteina relina (Fatemi 
et al., 2005; Eastwood and Harrison, 2006; Abrahams and Geschwind, 2008, Biamonte et 
al., 2009), responsabile del corretto posizionamento dei neuroni durante lo sviluppo 
cerebrale (D'Arcangelo et al.,1995; Tissir and Goffinet, 2003). Il trattamento con estradiolo 
è in grado di contrastare la riduzione del numero delle cellule del Purkinje come anche i 
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bassi livelli di relina osservati nel cervelletto di questi animali, suggerendo così un suo 
possibile ruolo protettivo (Bender RA et al., 2010; Haraguchi S et al., 2012) 
Inoltre, Marx e collaboratori (Marx et al., 2009, 2011) hanno dimostrato che in pazienti 
affetti da schizofrenia o da disordini schizoaffettivi, la somministrazione di pregnenolone 
induce una riduzione dei sintomi negativi e un miglioramento delle funzioni cognitive. 
Come osservato da Ritsner, non solo il pregnenolone, ma anche il DHEA sembra avere un 
effetto benefico nel trattamento della schizofrenia (Ritsner, 2011). infatti, è stato osservato 
che i livelli plasmatici di DHEA risultano diminuiti nei pazienti schizofrenici e un 
miglioramento delle loro capacità cognitive e lavorative è associato con l’aumento dei 
livelli plasmatici di questo steroide. 
La patofisiologia della malattia di Alzheimer (AD) viene attribuita agli effetti della β-
amiloide, un peptide che si accumula nel cervello causando neurotossicità e degenerazione 
(Vajda, 2002). Weil-Engerer e collaboratori (2002) hanno dimostrato che oltre all’aumento 
di questo peptide, certe aree cerebrali di pazienti con AD, comparate con le stesse regioni 
provenienti da persone anziane non affette dalla patologia, presentano ridotti livelli di 
steroidi neuroattivi. In particolare, è stata osservata una diminuzione dei livelli di 
deidroepiandosterone solfato (DHEAS) nell’ipotalamo e di pregnenolone solfato (PREGS) 
nel cervelletto e nello striato che correla con le aumentate concentrazioni delle proteine 
implicate nella formazione di placche e di aggregati neurofibrillari, come la β-amiloide e la 
proteina Tau fosforilata (Weill-Engerer et al. 2002). 
 
1.5.4 STEROIDI NEUROATTIVI E 
MODULAZIONE DEL DOLORE 
Nel 1927 Cashin e Moravek avevano osservato che la somministrazione intravenosa di 
colesterolo era in grado di inibire la sensazione dolorifica nei mammiferi. 
Successivamente, Selye e Masson (1942) hanno dimostrato che alcuni steroidi contenenti il 
gruppo pregnano come il progesterone e il deossicorticosterone potevano indurre sedazione 
e anestesia nel ratto. 
Prese insieme, queste osservazioni hanno aperto la strada allo sviluppo di vari analoghi 
sintetici contenenti il gruppo pregnano in grado di ridurre il dolore attraverso l’attivazione 
allosterica dei recettori GABA-A (Kraulis et al., 1975; Holzbauer, 1976; Purdy et al., 1991; 
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Majewska, 1992; Belelli and Lambert, 2005). 
In ogni modo, l’uso terapeutico dei glucocorticoidi e dei loro analoghi è considerata la 
migliore strategia contro il dolore evocato da uno stato infiammatorio, nonostante 
l’insorgenza di diversi effetti collaterali (Barnes, 1998; Belvisi and Hele, 2003). 
I glucocorticoidi riducono il dolore infiammatorio attraverso una azione antinfiammatoria 
sul tessuto centrale o periferico danneggiato, inibendo l’espressione della collagenasi 
(l’enzima chiave coinvolto nella degenerazione del tessuto durante il meccanismo 
infiammatorio) e delle citochine proinfiammatorie e/o stimolando la sintesi della 
lipocortina che blocca la produzione di eicosanoidi (Firestein et al., 1991; Barnes and 
Adcock, 1993; Fakih et al., 2002; Sibilia, 2003). 
Osservazioni psicosociali e diversi studi condotti dai ricercatori hanno suggerito che la 
percezione del dolore è influenzata dal tipo di sesso (Fillingim, 2000; Robinson et al., 
2000; Paller et al., 2009). Infatti, le donne percepiscono più dolore degli uomini, hanno un 
maggiore rischio di sviluppare il dolore cronico e una soglia e tolleranza del dolore più 
bassa (Unruh, 1996; LeResche, 1999; Fillingim and Gear, 2004). 
Studi clinici hanno inoltre dimostrato che le donne hanno meno controllo inibitorio del 
dolore durante le fasi mestruali e luteali, confermando l’idea che le fluttuazioni dei livelli 
degli steroidi sessuali possono influenzare significativamente la percezione del dolore 
(Julien et al., 2005). 
Oltre che nell’uomo, differenze legate al sesso nelle risposte nocicettive e nella 
modulazione del dolore sono presenti anche negli animali (Berkley, 1997; Riley et al., 
1998; Fillingim and Ness, 2000; Chesler et al., 2002; Mogil and Crager, 2004). Infatti, gli 
androgeni, e in particolare il testosterone, esercitano un’azione analgesica null’uomo e in 
diversi modelli sperimentali mentre gli estrogeni sono sia iperalgesici che analgesici a 
seconda della condizione sperimentale considerata (Ceccarelli et al., 2003; Aloisi et al., 
2004; Hau et al., 2004; Aloisi e Bonifazi, 2006). 
Per determinare il ruolo degli steroidi sessuali sul controllo endogeno del dolore, diversi 
studiosi ne hanno valutato gli effetti su modelli animali gonadectomizzati in cui è stato 
indotto il dolore con la formalina. In particolare, durante la fase eccitatoria, i ratti maschi 
gonadectomizzati presentano più dolore dei ratti non sottoposti a gonadectomia, mentre le 
femmine gonadectomizzate esibiscono durante l’interfase inibitoria del dolore, una minore 
risposta nocicettiva rispetto ai propri controlli. A supporto di questi dati, il trattamento 
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ormonale di questi animali ha rivelato che il testosterone gioca un ruolo protettivo nella 
percezione del dolore, mentre gli estrogeni o il progesterone agiscono principalmente 
sull’inibizione dei meccanismi del dolore (Gaumond et al., 2002, 2005, 2007). 
Kibaly e collaboratori nel 2008 hanno osservato che il trattamento acuto con il DHEA 
induce una rapida azione pro-nocicettiva e un ritardo nell’azione anti-nocicettiva. Infatti, 
l’inibizione della sintesi del DHEA, mediante somministrazione intratecale di 
ketoconazolo (inibitore dell’enzima P450c17), induce analgesia nei ratti neuropatici. Il 
trattamento cronico di DHEA, invece, aumenta e mantiene elevata la soglia basale del 
dolore sia nei ratti neuropatici che controllo, suggerendo che i metaboliti androgenici 
generati dalla somministrazione giornaliera di DHEA esercitano effetti analgesici, mentre 
il DHEA stesso (prima di essere metabolizzato) induce una rapida azione pro-nocicettiva. 
Infatti la somministrazione intratecale di testosterone, un steroide che deriva dal DHEA, 
induce analgesia nei ratti neuropatici (Kibaly et al., 2008).  
Gli steroidi neuroattivi modulano i recettori GABA-A, NMDA e il recettore purinergico 
dell’ATP (P2X) i quali giocano un ruolo cruciale nella regolazione del dolore (Baulieu et 
al., 1999; Millan, 1999,2002; Mensah-Nyagan et al., 2008), ma la sintesi di tali steroidi 
vicino al loro sito d’azione nei centri neurali del dolore è un prerequisito essenziale per 
rendere credibile il loro coinvolgimento nella modulazione del dolore. Per questo motivo 
sono stati realizzati una serie di studi per investigare se il midollo spinale, che controlla la 
trasmissione dolorifica (Haines et al., 1997; Millan, 1999,2002), possegga anche i 
macchinari enzimatici per la sintesi degli steroidi in loco. È stato dimostrato che le corna 
dorsali del midollo spinale di ratto contengono vari enzimi chiave nella sintesi degli 
steroidi come P450scc, P450c17, 5α-R e 3α-HSD e quindi sono considerate un centro 
attivo nella sintesi dei neurosteroidi (Patte-Mensah et al., 2003, 2004 a,b, 2005, 2006; 
Kibaly et al., 2005, 2008; Meyer et al., 2008; Mensah-Nyagan, 2008). Inoltre è stato 
osservato che la SP, uno dei più importanti neuropeptidi coinvolti nella nocicezione 
rilasciato dalle afferenze sensoriali primarie, inibisce in maniera dose-dipendente la sintesi 
di 3α,5α-THP nelle corna dorsali del midollo spinale (Patte-Mensah et al., 2005). Il 
3α,5α-THP è un potente stimolatore allosterico dei recettori GABA-A e quindi la SP, 
riducendone la sintesi, potrebbe diminuire indirettamente il tono inibitorio spinale mediato 
dal recettore GABA-A e quindi facilitare la trasmissione dei segnali nocicettivi. 
Infatti, risultati ottenuti dal plantar test e dal test di Von Frey, due studi comportamentali 
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utilizzati rispettivamente per la valutazione della soglia nocicettiva termica e meccanica, 
hanno mostrato che la somministrazione intratecale di 3α,5α-THP, come anche dei suoi 
analoghi sintetici, induce analgesia in modelli sperimentali di dolore neuropatico  
(Goodchild et al., 2000, 2001; Nadeson and Goodchild, 2000, 2001; Gambhir et al., 2002; 
Meyer et al., 2008). Diversamente dal 3α,5α-THP, la somministrazione intratecale di 
Provera (inibitore della 3α-HSD) aumenta sia l’iperalgesia termica che l’allodinia 
meccanica negli stessi modelli sperimentali considerati (Meyer et al., 2008). 
Gli steroidi neuroattivi 5α-ridotti possono indurre una potente analgesia periferica non solo 
mediata dai recettori GABA-A (come nel caso del 3α,5α-THP) ma anche mediata dai 
canali del calcio di tipo T dei quali sono dei potenti bloccanti (Pathirathna et al., 2005; 
Todorovic et al., 1998a, 1998b, 2009). I canali del calcio di tipo T, infatti, agiscono come 
amplificatori della trasmissione nocicettiva in vivo (Todorovic et al., 2001), quindi la loro 
inattivazione è in grado di ridurre la sensazione della percezione dolorifica (Pathirathna et 
al., 2005). 
Ad ulteriore conferma dell’attività analgesica degli steroidi neuroattivi, la 
somministrazione sottocutanea di testosterone e dei suoi derivati 5alfa-ridotti, DHT e 3α-
diolo, protegge dall’iperalgesia termica valutata mediante il tail-flick e il paw-lick test nei 
ratti gonadectomizzati rispetto ai loro controlli non sottoposti a gonadectomia (Edinger et 
al., 2005). Inoltre è stato anche osservato che ratti maschi castrati presentano una 
significativa riduzione della soglia del dolore, la quale torna a livelli normali dopo 
somministrazione di testosterone (Jaiprakash R.M. et a., 1995). 
Appare quindi evidente come la somministrazione di steroidi neuroattivi possa essere 
efficace nell’attenuare la sensazione dolorifica derivante da diverse patologie, come la ND 
per la quale non esiste una terapia mirata a risolvere la sintomatologia dolorifica all’origine 
ma soltanto in grado di attenuarla. 
 




2. SCOPO DELLA TESI 
La neuropatia diabetica è una grave complicazione a lungo termine del diabete mellito 
caratterizzata da cambiamenti funzionali e strutturali a carico sia del SNP che del SNC.  
Nel primo caso si ha degenerazione assonale, demielinizzazione paranodale, perdita delle 
fibre mielinizzate e diminuzione dell’NCV (Sugimoto et al., 2000; Vinik et al., 2000).  
Nel SNC invece la ND è associata a disturbi cognitivi, ad aumentato rischio di demenza, 
infarto, malattie cerebrovascolari, malattia di Alzheimer e a disordini psichiatrici come 
disturbi alimentari e depressione (Biessels et al., 2008, 2002; Gispen and Biessels, 2000; 
Jacobson et al., 2002; McCall 2002; Kodl and Seaquist, 2008).  
Uno dei sintomi che più spesso accompagnano la ND è il dolore, a tal punto che la PDN è 
stata riconosciuta come una sindrome specifica di ND.  
Nonostante la sua ampia diffusione (la prevalenza della PDN varia dal 10% al 20% dei 
soggetti diabetici, e dal 40% al 50% di quelli affetti da ND (Veves et al., 1993; Galer et al., 
2000; Gordois et al., 2003)), non sono ancora stati trovati farmaci efficaci per la cura del 
dolore e si continuano a somministrare medicinali non specifici in grado di attenuare la 
sintomatologia dolorifica, ma non di risolverla all’origine, come antiinfiammatori non 
steroidei, antidolorifici, antidepressivi triciclici ed oppiacei. Questo, oltre alla mancata 
risoluzione della patologia, comporta anche l’insorgenza di importanti effetti collaterali, 
che aggravano la condizione già precaria dei pazienti. 
Risulta quindi importante studiare i meccanismi molecolari alla base del dolore evocato 
dalla ND e proporre nuovi approcci terapeutici.  
In particolare, numerosi studi evidenziano come gli steroidi neuroattivi agiscano da 
importanti regolatori fisiologici della funzionalità del SNC (Garcia-Segura et al., 1994): 
essi interagiscono oltre che con i recettori nucleari classici anche con i recettori GABAA, 
NMDA e P2X, i quali esercitano un ruolo cruciale nella regolazione del dolore. Poiché 
diversi studi hanno evidenziato che la percezione del dolore è influenzata dal tipo di sesso, 
sono stati studiati più approfonditamente gli steroidi sessuali: da questi studi emerge come 
gli androgeni, e in particolare il testosterone, esercitino un’azione analgesica nell’uomo 
(Ceccarelli et al., 2003; Aloisi and Bonifazi, 2006). Inoltre è stato anche osservato che ratti 
maschi castrati presentano una significativa riduzione della soglia del dolore, la quale torna 




a livelli normali dopo somministrazione di testosterone (Jaiprakash and Vilas, 1995). 
A conferma dell’attività analgesica del testosterone, la somministrazione sottocutanea di 
tale ormone, del DHT e del 3α-diolo protegge dall’iperalgesia termica valutata mediante il 
tail-flick e il paw-lick test nei ratti gonadectomizzati rispetto ai loro controlli non sottoposti 
a gonadectomia (Edinger and Frye, 2005). 
Sulla base di queste osservazioni lo scopo di questa tesi è stato quello di caratterizzare la 
PDN nel modello animale di diabete di tipo 1 e di valutare i possibili effetti analgesici del 
DHT e del 3α-diolo, metaboliti 5α-ridotti del testosterone, in un modello animale di DM. 
La patologia è stata indotta tramite un’iniezione intraperitoneale di STZ in ratti maschi 
adulti di ceppo Sprague-Dawley. Gli animali sono stati trattati a giorni alterni, per 30 
giorni, con DHT, con 3α-diolo o con il solo veicolo di scioglimento (olio di sesamo) e gli 
effetti del trattamento sono stati valutati mediante test comportamentali e analizzando 
diversi parametri neurotrasmettitoriali e neuroinfiammatori coinvolti nella generazione, 
amplificazione e mantenimento della sensazione dolorifica. 




3. MATERIALI E METODI 
3.1 ANIMALI 
Gli animali utilizzati in questa sperimentazione sono ratti Sprague-Dawley maschi di due 
mesi di età (Crl: CD BR, Charles River, Lecco, Italia). Gli animali sono stati mantenuti 
nello stabulario del Dipartimento di Scienze Farmacologiche e Biomolecolari 
dell’Università degli Studi di Milano in condizioni di temperatura e umidità controllate, 
esposti a 12 ore di luce (a partire dalle 6.30) e 12 ore di buio. Gli esperimenti sono stati 
condotti secondo quanto stabilito dalla Comunità Europea (Direttiva 86/609/EEC, Official 
Journal L 358, 18/12/1986 p.0001-0028), e secondo le regolamentazioni locali (Decreto 
Legislativo Italiano n. 116 – 27/01/1992) per la cura e l’utilizzo degli animali da 
laboratorio. 
 
• Induzione del diabete 
Dopo un periodo di adattamento di una settimana, gli animali sono stati pesati e un gruppo 
è stato reso diabetico mediante una singola iniezione intraperitoneale di STZ (60 mg/Kg) 
(Sigma-Aldrich, Milano, Italia) sciolta al momento dell’uso in un tampone citrato 0,09 M, 
pH 4,8. Gli animali controllo (CTR) sono stati trattati con il solo tampone citrato. 
L’iperglicemia è stata verificata 48 ore dopo l’iniezione di STZ misurando il livello di 
glucosio proveniente dal sangue prelevato dalla vena caudale, con un misuratore di 
glicemia OneTouch Ultra2 (LifeScan). Soltanto gli animali con una glicemia maggiore di 
300 mg/dl sono stati classificati come diabetici. Questi sono stati ulteriormente 
randomizzati in quattro gruppi sperimentali: animali diabetici trattati con il solo veicolo 
(olio di sesamo) (STZ), animali diabetici trattati DHT (STZ+DHT) e animali diabetici 
trattati con 3α-diolo (STZ+3α-diolo). Lo stesso giorno della randomizzazione gli animali 
del gruppo DHT e 3α-diolo hanno ricevuto la prima delle 16 iniezioni sottocutanee dello 
specifico trattamento (Sigma-Aldrich, Milano, Italia) disciolto in 200 µl di olio di sesamo. 
I ratti appartenenti agli altri due gruppi sperimentali (CTR e STZ) sono stati trattati solo 
con 200 µl del veicolo di scioglimento. Da questo momento la somministrazione dei 
trattamenti (per i gruppi STZ+DHT e STZ+3α-diolo) e del solo veicolo di scioglimento 




(per i gruppi CTR e STZ) è avvenuta a giorni alterni per un tempo complessivo di 30 
giorni. Ventiquattro ore dopo l’ultimo trattamento, è stata ricontrollata la glicemia, i ratti 
sono stati pesati e sacrificati, le corna dorsali del midollo spinale e i DRG sono stati 
prelevati e rapidamente congelati. 
 
3.2 ANALISI QUANTITATIVA DEGLI 
STEROIDI 
L’analisi degli steroidi neuroattivi è stata condotta attarverso l’uso della cromatografia 
liquida accoppiata alla spettrometria di massa (analisi LC-MS/MS) che utilizza l’elio come 
gas di collisione. L’HPLC, con una pompa Surveyor LC Plus (ThermoFisher, San José, 
USA), è stata accoppiata con uno spettrometro di massa a trappola ionica lineare 
(ThermoFisher, San José, USA) equipaggiato con una sorgente che opera in modalità 
ionica positiva a pressione atmosferica (APCI+). 
Il dosaggio degli steroidi neuroattivi presenti nel midollo spinale degli animali controllo e 
trattati sono stati estratti come precedentemente descritto da Pesaresi e collaboratori 
(Pesaresi et al., 2010). Brevemente, ai campioni sono stati aggiunti gli standard di 
riferimento interni e gli stessi campioni sono stati omogenizzati in 2ml di metanolo/acido 
acetico (99:1 v/v) utilizzando un sonicatore. Dopo averli caricati in una colonna C18, gli 
steroidi sono stati eluiti con metanolo (5 ml), risospesi in una miscela di metanolo/acqua 
(1:1 v/v) prima di essere iniettati in una colonna analitica RP-C18 (Hypersil Gold, 
ThermoFisher Co, San José, USA). 
L’analisi quantitativa è stata effettuata sulla base di curve di calibrazione preparate ed 
analizzate usando standard di riferimento interni deuterati, secondo la stessa procedura 
descritta per i campioni. La linearità della curva standard è stata valutata utilizzando 
GraphPad PRISM (versione 5). 




3.3 TEST COMPORTAMENTALI 
In questa sperimentazione sono stati effettuati dei test comportamentali ogni 10 giorni circa 
dall’induzione del diabete, al fine di determinare l’insorgenza PDN. 
 
• Iperalgesia meccanica: Randall-Selitto 
L’insorgenza di iperalgesia meccanica è stata valutata mediante il test di Randall-Selitto 
(Strumentazione: Ugo Basile, Italia), un metodo introdotto nel 1957 ed ampiamente 
impiegato fino ad oggi per determinare la soglia di sensibilità allo stimolo meccanico. 
Questo test quantifica la risposta di sottrazione della zampa posteriore a seguito 
dell’applicazione di una forza progressiva sul dorso della zampa stessa. L’animale è 
manipolato con cura in modo da evitarne lo stress. L’incremento della forza applicata è di 
16 gr/secondo e, onde evitare danni ai tessuti, viene applicato un cut-off di 250 gr. A 
distanza di almeno 30 minuti la misurazione viene ripetuta sulla zampa opposta (Figura 
20).  
 
                            
Figura 20: test di Randall-Selitto. 




• Allodinia meccanica: Von Frey 
Il test di Von Frey è stato ampiamente descritto come metodo per determinare la presenza 
di allodinia meccanica utilizzando filamenti numerati (Von Frey hairs) di diversa rigidità, 
che imprimono una forza incrementale secondo una scala logaritmica.  
Inizialmente gli animali vengono posti all’interno di un box di perspex (7,5cm per 9,0cm) 
su una piattaforma sopraelevata in alluminio forato. Dopo un periodo di acclimatamento di 
15 minuti, vengono applicati per 10 secondi sulla superficie glabra della zampa posteriore 
dell’animale i filamenti di Von Frey, al fine di determinare il tempo della soglia di risposta. 
Per valutare la soglia di ritrazione della zampa (withdrawal threshold) viene utilizzato il 
metodo up-down (Chaplan et al., 1994; Dixon, 1980), che consiste nell’applicare come 
primo filamento quello corrispondente al 50% della soglia di ritrazione della zampa in 
condizioni basali e successivamente un filamento di forza decrescente o uno di forza 
crescente, rispettivamente in presenza o assenza di risposta nocicettiva. 
Il test continua fino ad ottenere almeno sei misurazioni intorno al valore soglia di ritrazione 
della zampa. Ogni misurazione deve essere eseguita a distanza di almeno tre minuti dalla 
successva, in modo da evitare la presenza di risposte amplificate a causa di stimolazioni 
ravvicinate. In questo modo è possibile determinare il valore corrispondente al 50% della 
soglia di ritrazione della zampa (Figura 21).  
 
              
Figura 21: test di Von Frey. 




3.4 ANALISI PROTEICA 
• Omogeneizzazione dei tessuti 
La sezione dorsale del midollo spinale lombare è stata omogeneizzata in un buffer di lisi 
più EDTA (tampone fosfato salino (PBS) a pH 7.4) con Nonidet P-40 all’1% e 
supplementato con un cocktail di inibitori delle proteasi, utilizzando l’omogeneizzatore 
TissueLyser II Quiagen . Il campione è stato omogenato per 5 minuti ad una frequenza di 
30/secondo e successivamente centrifugato per 3 minuti a 2000 rpm per rimuovere il 
materiale particolato. 
La concentrazione proteica di ciascun campione è stata determinata con il metodo di 
Bradford, usando l’albumina di siero bovino come standard (Bradford, 1976). 
 
• Estrazione della frazione postsinaptica (TIF, 
Frazione Insolubile al Triton) 
 
Le corna dorsali del midollo spinale lombare sono state omogeneizzate in ghiaccio in 
saccarosio 0,32M contenente Hepes 1mM, MgCl2 1mM,  EDTA 1mM, NaHCO3 1mM, 
PMSF 0,1mM a pH 7,4 ed in presenza di un set completo di inibitori delle proteasi 
(CompleteTM, Roche Diagnostics) e di inibitori delle fosfatasi (PhosSTOP, Roche 
Diagnostics). Il tessuto omogeneizzato è stato centrifugato a 13.000 g per 15min per 
ottenere la frazione cruda di membrana (frazione P2). Il pellet (P2) è stato risospeso in un 
tampone contenente Hepes 1mM, KCl 75mM e l’1% di Triton X-100 (CompleteTM) con  
un omogeneizzatore di tessuto vetro-vetro Potter-Elvehjem e centrifugato a 100.000 g per 
1h a 4°C. Il pellet (P3) è poi stato omogeneizzato con  un omogeneizzatore di tessuto 
vetro-vetro Potter-Elvehjem in Hepes 20mM. La frazione insolubile in Triton (TIF) 
ottenuta è stata conservata a -80°C.  




• Western Blot 
Per ogni campione è stata solubilizzata un’uguale quantità in un tampone contenente SDS 
allo 0,1% e lasciata per 5 minuti a 100°C. Successivamente i campioni sono stati caricati in 
un gel di sodio dodicil solfato (SDS)-poliacrilammide al 10% e sottoposti ad un 
trasferimento overnight su membrana di nitrocellulosa (Trans-blot, Bio-Rad, Segrate, 
Italia). 
Il giorno successivo la membrana è stata incubata a temperatura ambiente con rosso 
ponceau 1X, in modo da poter visualizzare la presenza delle bande di proteine, ed è stata 
tagliata.  
Tutti i frammenti sono stati bloccati a temperatura ambiente in PBS, con lo 0,1% di Tween 
20, ed il 10% di latte. In seguito le diverse parti della membrana sono state incubate 
overnight a 4°C con un anticorpo primario diverso per ogni proteina: anticorpo 
monoclonale murino anti-sinapsina-1 e anti-sintaxina-1 (Synaptic Systems, Gottingen, 
Germany); anticorpo monoclonale murino anti-PSD-95 (Neuromab, USA); anticorpo 
monoclonale murino anti-GluN2B (Neuromab, USA); anticorpo monoclonale di coniglio 
anti-pGluN2B (NeuroMab, USA); anticorpo monoclonale murino anti-GluN1 (Life 
Technologies, Monza, Italia); anticorpo monoclonale murino anti-GluN2A (Life 
Technologies, Monza, Italia); anticorpo policlonale di coniglio anti-pGluN1 (Life 
Technologies, Monza, Italia). L’anticorpo primario è stato diluito 1:30000 per sinapsina 1 
e sintaxina 1, 1:2500 per PSD-95,  1:500 per GluN2B, 1:1000 pGluN2B, 1:1000 GluN1, 
1:500 pGluN1, 1:500 GluN2A  in PBS con lo 0,1% di Tween 20 e il 3% di latte.  
Come controllo una parte della membrana è stata incubata con un anticorpo monoclonale 
anti-α-tubulina diluito 1:10000 in PBS con lo 0,1% di Tween 20 e il 3% di latte (Sigma-
Aldrich, Milano, Italia). 
Il giorno successivo le membrane, dopo essere state sottoposte ad un lavaggio di 30 minuti 
con PBS 0,1% Tween 20, sono state incubate con un anticorpo secondario coniugato con la 
perossidasi di rafano per 2 ore a temperatura ambiente: immunoglobulina G (IgG) di 
pecora anti-topo per Sintaxina-1, Sinapsina-1, PSD-95, GluN1, GluN2A, GluN2B e α-
Tubulina (Amersham Biosciences SE-751 84, Uppsala, Sweden); IgG di capra anti-
coniglio per pGluN1 e pGluN2B (Santa Cruz Biotechnology, Inc. California, USA). 
L’anticorpo secondario è stato diluito 1:50000 per Sinapsina-1 e Sintaxina-1, 1:10000 per 
PSD-95, 1:10000 per GluN1, 1:10000 per pGluN1, 1:10000 per GluN2A, 1:10000 per 




GluN2B, 1:10000 per pGluN2B e 1:50000 per α-Tubulina in PBS con lo 0,1% di Tween 
20 e l’1% di latte.  
La presenza degli anticorpi sulla membrana è stata visualizzata, dopo lavaggio con PBS 
0,1% Tween 20, utilizzando come metodo di rilevazione l’elettrochemiluminescenza, ECL 
(Perkin Elmer, Monza, Italia). 
La presenza degli anticorpi sulla membrana è stata visualizzata, dopo lavaggio con PBS 
0,1% Tween 20, utilizzando come metodo di rilevazione l’elettrochemiluminescenza, ECL 
(Perkin Elmer, Monza, Italia). 
 
• Analisi dei dati 
L’autoradiografia ottenuta grazie al metodo ECL è stata acquisita con uno scanner Kodak 
Snap ed analizzata con ImageJ 1.33u. Esposizioni della membrana a tempi diversi sono 
state effettuate per assicurarsi che le bande autoradiografiche ottenute si trovassero in un 
range lineare di intensità.  
Il programma di analisi d’immagini ImageJ permette di generare, a partire dalle bande 
ottenute, un plot formato da diversi picchi, le cui aree sono proporzionali all’intensità della 
bande corrispondenti.  
L’espressione proteica delle proteine sintaxina1, sinapsina1, NR2Bp e α-tubulina è stata 
calcolata misurando l’area densitometrica del picco. La quantità di ogni proteina è stata 
espressa come rapporto tra l’area del picco relativo e l’area del picco dell’housekeeping (α-
tubulina) corrispondente. 
Per ogni singolo esperimento la media dei valori del gruppo controllo è stata settata a 100 e 
tutti gli altri valori sono stati espressi come percentuale di questa.  




3.5 ANALISI DELL’ESPRESSIONE 
GENICA 
L’espressione genica è stata analizzata mediante la tecnica Real Time PCR quantitativa. 
L’RNA totale è stato estratto da frammenti congelati di sezioni dorsali di midollo spinale 
lombare, dai gangli delle radici dorsali del midollo spinale e dalle colture primarie di DRG. 
L’estrazione dell’mRNA è stata effettuata con un kit Nucleospin® RNA II kit (Macherey-
Nagel, Germania) e l’mRNA così ottenuto è stato quantificato utilizzando il Nanodrop 
(Thermo Scientific, Wilmington, DE). L’amplificazione dell’mRNA è stata condotta con il 
kit iScriptTM One Step RT-PCR for Probes (Bio-Rad, Milano, Italia) e la quantificazione 
relativa dell’mRNA che codifica per IL-1β, TNFα, TGFβ-1, SP e TLR-4 è stata effettuata 
rapportando la loro quantità con quella del gene controllo (18S) allestendo una curva 
standard. Gli oligonucleotidi impiegati per la real-time PCR sono stati acquistati da Life 
Technologies Corporation (Monza, Italia). Le analisi sono state condotte utilizzando lo 
strumento TaqMan qRT-PCR (CFX 96 Real-Time System, Bio-Rad, Segrate, Italia), 
gestito tramite un apposito software. I campioni analizzati sono stati caricati in triplicato in 
piastre da 96 pozzetti. 
 
3.6 ANALISI DEL RILASCIO DI 
GLUTAMMATO 
• Purificazione dei sinaptosomi 
I sinaptosomi, ottenuti dalle radici delle corna dorsali del midollo spinale congelate, sono 
stati preparati come descritto nel protocollo (Milanese et al., 2011). Le frazioni di midollo 
spinale dorsale sono state omogeneizzate a 4°C, utilizzando un omogeneizzatore 
teflon/vetro in saccarosio ghiacciato 0,32 M, tamponato con Tris-HCl a pH 7.4. Il tessuto 
omogeneizzato è stato centrifugato per 5 minuti, 1000 g a 4°C al fine di rimuovere i residui 
nucleari e cellulari. A questo punto, il surnatante è stato fatto depositare in 4 strati (2, 6, 10 
e 20% v/v in Tris-HCl/saccarosio), tramite la centrifugazione in gradiente discontinuo di 
Percoll®; dopo un’ulteriore centrifuga per 5 minuti a 33,500 g a 4°C, le porzioni al 10% e 




al 20% sono state raccolte, lavate tramite una centrifugazione per 15 minuti a 20,200 x g a 
4°C e risospese in un medium fisiologico a pH 7.4 contenente: NaCl 140 mM, KCl 3mM, 
MgCl2 1,2 mM, CaCl2 1,2 mM, NaH2PO4 1,2 mM, Hepes 10 mM e glucosio 10 mM. 
La concentrazione proteica di ciascun campione è stata determinata con il metodo 
Bradford, usando l’albumina di siero bovino come standard (Lowry et al., 1951). 
 
• Stimolazione dei sinaptosomi  
I sinaptosomi sono stati incubati a 37°C per 15 minuti; sono state preparate delle aliquote 
della sospensione sinaptosomiale che sono state poi stratificate su un filtro microporoso 
posto sul fondo di un set di camere parallele di superfusione mantenute a 37°C 
(Superfusion System, Ugo Basile, Comerio, Varese, Italia) (Raiteri et al., 1984). La 
superfusione è iniziata con uno standard alla velocità di 0,5 ml/min e continuata per 48 
minuti. Dopo 36 minuti di superfusione, necessari per equilibrare il sistema, i campioni 
sono stati analizzati nel seguente modo: prima un campione per 3 minuti (t= 36-39 min, 
rilascio basale), poi un campione per 6 minuti (t=39-45 min, rilascio evocato) ed infine un 
altro campione per 3 minuti (t=45-48 min, rilascio basale). Dopo 39 minuti è stato 
applicato un periodo di stimolazione di 90 secondi, che è stato effettuato con KCl 15 mM 
che sostituisce una concentrazione equimolare di NaCl. Il flusso evocato è stato stimato 
sottraendo il contenuto del neurotrasmettitore dei due campioni a 3 minuti (flusso basale) 
dal rilascio evocato del campione a 6 minuti misurato durante e dopo l’impulso 
depolarizzante (stimolo evocato). Il rilascio dell’amminoacido è stato espresso come 
pmol/mg di proteina.  
 
• Determinazione del rilascio di glutammato 
Il contenuto endogeno di glutammato è stato misurato tramite un’analisi in HPLC con una 
colonna cromatografica a fase inversa C18 derivatizzata con o-ftalaldeide e un gradiente di 
separazione (Chrompack, Middleburg, USA), accoppiata ad un fluorometro (lunghezza 
d’onda di eccitazione: 350 nm; lunghezza d’onda di emissione: 450 nm); come standard 
interno è stata usata l’omoserina (Molinaro et al., 2013). 
Sono stati utilizzate le seguenti soluzioni tampone: solvente A, sodio acetato 0,1 M (pH 
5.8)/metanolo (80:20 v/v); solvente B, sodio acetato 0,1 M (pH 5.8)/metanolo (20:80 v/v); 




solvente C, sodio acetato (pH 6)/metanolo (80:20 v/v). il programma di eluizione prevede 
il passaggio in colonna: del solvente C al 100% per 4 minuti; del solvente A al 90% e del 
solvente B al 10% per un minuto; del solvente A al 42% e del solvente B al 58% per 14 
minuti; del solvente B al 100% per un minuto; del flusso isocratico per 2 minuti; e del 
solvente C al 100% per un minuto. La velocità del flusso viene mantenuta a 0,9 ml/min. 
 
3.7 ANALISI IMMUNOISTOCHIMICA 
• Preparazione dei campioni  
È stato prelevato il midollo spinale di ogni animale e l’allargamento lombare è stato fissato 
in paraformaldeide al 4% per 24 ore a 4°C e incorporato in paraffina. 
L’analisi immunoistochimica delle cellule immunoreattive per la GFAP è stata condotta su 
sezioni trasversali di midollo spinale, con uno spessore di 50 µm, ottenute utilizzando un 
vibratomo (VT 1000 S). L’analisi è stata svolta su sezioni in sospensione, sottoposte ad 
una moderata agitazione. L’attività perossidasica endogena è stata inibita mediante 
incubazione per 10 minuti a temperatura ambiente (RT) in una soluzione di perossido di 
idrogeno al 3% in metanolo al 30%. Dopo diversi lavaggi, effettuati in un buffer di 
lavaggio (buffer fosfato 0,1M pH 7.4 contenente 0,3% albumina di siero bovino e 0,3% 
triton X-100), le sezioni sono state incubate overnight a 4°C con un anticorpo monoclonale 
di topo anti-GFAP (diluizione 1:500; Clone GA5, Sigma-Aldrich, Tres Cantos, Spagna) 
diluiti in buffer di lavaggio contenente siero normale di capra (NGS) al 3%. Il giorno 
successivo le sezioni sono state lavate e incubate con un anticorpo di capra anti-topo 
biotinilato (diluizione 1:250 in buffer di lavaggio), per 2 ore a RT. In seguito, dopo diversi 
lavaggi, i campioni sono stati sottoposti ad un’incubazione di 90 minuti a RT con un 
complesso avidina-biotina-perossidasi (diluizione 1:250; ImmunoPure ABC peroxidase 
staining kit). Il prodotto di reazione è stato rilevato mediante incubazione con 3,3’-
diamminobenzide (2 µg/ml) e perossido di idrogeno allo 0,01% in buffer fosfato 0,1M 
(Sigma-Aldrich, Milano, Italia).  
Alla fine dell’analisi le sezioni sono state disidratate, montate su vetrini con gelatina, 
coperte ed esaminate al microscopio Leica DMRB-E. 
 




• Analisi morfometrica 
A seguito della procedura immunoistochimica, mediante l’analisi morfometrica è stato 
valutato il numero delle cellule immunoreative per la GFAP presente nelle sezioni delle 
corna dorsali del midollo spinale. Il numero di tali cellule è stato stimato grazie all’uso di 
un dissettore ottico (Tapia-Gonzalez et al., 2008), utilizzando sezioni con uno spessore pari 
all’altezza del dissettore (Hatton and von Bartheld, 1999) e una finestra di conteggio di 55 
x 55 µm. Per ogni animale è stato valutato un numero totale di 10 riquadri.  
Lo spessore delle sezioni è stato misurato utilizzando uno strumento digitale (Heidenhain-
Metro MT 12/ND221, Traunreut, Germania) accoppiato ad un microscopio Leitz. I nuclei 
delle cellule immunoreattive sono stati contati per ogni piano focale ritrovato percorrendo 
l’intero spessore della sezione. 
 
 
3.8 COLTURE CELLULARI 
Colture primarie di neuroni sensoriali sono state ottenute in seguito alla dissociazione 
enzimatica dei DRG isolati da ratti Sprague Dawley maschi adulti di 3 mesi di età 
mediante 0,25% di tripsina e 1% di collagenasi in terreno di coltura L-15 (Leibovitz, 
Sigma-Aldrich, Milano, Italia). 
La dissociazione è avvenuta mantenendo le cellule per 1 ora nell’incubatore in presenza di 
collagenasi 1% e successivamente altri 30 minuti dopo aver aggiunto la tripsna 0,25%. 
Successivamente è stato aggiunto il siero fetale bovino (FBS) per bloccare l’azione della 
tripsina, le cellule sono state centrifugate per 5 minuti (1 minuto a 3000 g e 4 minuti a 
1500 g). Dopo aver rimosso il surnatante è stato aggiunto un volume di terreno di coltura 
(DMEM contenente 10% siero e 1% di penicillina e streptomicina) in quantità limitante e 
tale e da poter piastrare le cellule in modo che aderiscano alla superficie delle piastre di 
coltura  
Dopo aver dissociato meccanicamente la sospensione cellulare con l’uso del puntale le 
cellule sono state piastrate su petri di 35 mm di diametro pretrattate con poli-D-lisina e 
collagene e mantenute per 20 minuti in incubatore in modo da favorire l’adesione cellulare. 
A questo punto è stato aggiunto il terreno di coltura DMEM contenente 10% siero e 1% di 
penicillina e streptomicina per raggiungere il volume finale. 




Dopo 24 ore il terreno è stato cambiato con DMEM basso glucosio (5mM) contenete B-27 
1x senza antiossidanti (Life Technologies, Monza, Italia), 1% di penicillina e streptomicina 
e Ara-C 10 µM (Sigma-Aldrich, Milano, Italia). Le cellule sono state lasciate 72 ore in 
incubatore, al termine delle quali il terreno di coltura è stato sostituito con DMEM basso 
glucosio (5mM) contenete B-27 1x senza antiossidanti, 1% di penicillina e streptomicina e 
trattate con glucosio alla concentrazione di 40 mM che equivale ad un incremento di 1,8 
volte rispetto al controllo che è simile ad un incremento pari a 1,4 volte rispetto alla 
concentrazione di glucosio nel sangue che viene misurato nei soggetti diabetici rispetto ai 
soggetti sani (Mayfield et al., 1998). A seconda del gruppo sperimentale le cellule sono 
state trattate con DHT (10 µM), 3α-diolo (1nM), muscimolo (agonista selettivo del 
recettore GABA-A, 1nM) e bicucullina (antagonista del recettore GABA-A, 1nM). Dopo 
24 ore il terreno è stato rimosso e le cellule sono state raccolte in Trizol (Life 
Technologies, Monza, Italia) per la successiva estrazione dell’RNA.  
  
3.9 ANALISI STATISTICA 
I dati quantitativi ottenuti sono stati analizzati con metodi statistici che potessero adattarsi 
ai protocolli sperimentali e alla natura dei dati stessi. Quindi, dopo averne verificato la 
normalità con il test di Kolmogorov-Smirnov, i dati sono stati analizzati con il T-test di 
Student, in caso di coppie di parametri indipendenti, o con l’analisi della varianza ad una 
via (One-Way ANOVA) seguito dai post-test Tukey-Kramer, in caso di esperimenti con 
più di due variabili. Una p≤0,05 indica che il parametro osservato è statisticamente 
significativo.  
Tutte le analisi statistiche sono state eseguite con GraphPad PRISM (versione 5). 
 
 





Come precedentemente discusso, gli ormoni sessuali influenzano la percezione del dolore: 
diversi studi dimostrano infatti come gli androgeni, e in particolare il testosterone, 
esercitino un’azione analgesica nell’uomo (Ceccarelli et al., 2003; Aloisi and Bonifazi, 
2006).  
In questa sperimentazione si è voluto indagare il possibile ruolo analgesico del DHT e del 
3α-diolo, metaboliti del testosterone, sul dolore evocato dalla neuropatia diabetica 
utilizzando un modello sperimentale di diabete di tipo 1 ottenuto mediante una singola 
iniezione intraperitoneale di STZ in ratti maschi adulti di ceppo Sprague-Dawley. Gli 
animali sono stati trattati a giorni alterni per 30 giorni con DHT, 3α-diolo o con il solo 
veicolo di scioglimento (olio di sesamo).  
Nello studio da noi condotto sono stati confrontati tre gruppi sperimentali di ratti di pari 
età: non diabetici (controllo, CTR) , diabetici trattati con il solo veicolo (STZ), diabetici 
trattati con DHT (STZ+DHT) e diabetici trattati con 3α-diolo (STZ+3α-diolo). 
Come riportato in Tabella 4, i ratti diabetici presentano, alla fine dell’esperimento, una 
maggiore quantità di glucosio nel sangue e, come atteso, un minore aumento ponderale 
rispetto ai ratti controllo. 






Peso corporeo e livelli di glucosio nel sangue 
 
  Peso corporeo (g)    Peso corporeo (g)  Glicemia (mg/100ml) 
Animali 
  Prima dell’iniezione di STZ  Al sacrificio   Al sacrificio 
 
CTR     310,5 ± 7,12   551,1 ± 36,0  121,7 ± 19,15  
STZ     325,8 ± 7,17   336,5 ± 43,16  *** 481,3 ± 43,16  *** 
STZ+ DHT    326,7 ± 8,27   327,0 ± 41,98 *** 504,5 ± 38,45  *** 
STZ+3α-diolo   321,3 ± 10,1  310,9 ± 43,2  *** 456,9 ± 48,7    *** 
 
 
Tabella 4: peso corporeo e glicemia dei ratti controllo e diabetici. Per l’analisi statistica è 
stata eseguita un’analisi della varianza ad una via (One-Way ANOVA) seguito dal post-
test Tukey-Kramer. I  dati sono espressi  come media ± SEM  ***P < 0.001 vs CTR. n° 
animali controllo: 12; n° animali STZ 12; n° animali DHT: 12; n° animali 3α-diolo: 12 
 
 
4.1. ANALISI DEI LIVELLI DI DHT E 3α-
DIOLO NEL MIDOLLO SPINALE 
L’analisi quantitativa degli steroidi neuroattivi tramite LC-MS/MS rivela che, ad un mese 
dall’induzione della patologia, si verifica una diminuzione significativa dei livelli di DHT 
nel midollo spinale dei ratti diabetici (Fig. 22A). Al contrario, il diabete, non influenza 
significativamente i livelli di 3α-diolo (Fig. 22B). In seguito alla somministrazione di DHT 
si osserva un aumento significativo dei suoi livelli che vengono riportati a valori simili a 
quelli del gruppo CTR (Fig. 22A). Lo stesso trattamento non influenza significativamente i 
livelli di 3α-diolo (Fig. 22B). La somministrazione di 3α-diolo ne aumenta 
significativamente i livelli rispetto al gruppo CTR e STZ (Fig. 22B). Lo stesso trattamento 
induce un aumento significativo dei livelli di DHT rispetto al gruppo STZ (Fig. 22A). 






   
 
 
Figura 22. Livelli degli steroidi neuroattivi nel midollo spinale dei ratti controllo, 
diabetici, diabetici trattati con DHT e diabetici trattati con 3α-diolo. Il DHT (pannello A) 
e il 3α-diolo (pannello B) sono stati analizzati con LC-MS/MS. . Per l’analisi statistica è 
stata eseguita un’analisi della varianza ad una via (One-Way ANOVA) seguita dal post-
test Tukey-Kramer. I  dati sono espressi  come media ± SEM **p< 0.01, ***p<0.001 vs 
CTR; #p< 0.05, ##p< 0.01, ###p< 0.001 vs STZ (n=6 per ogni gruppo). 

















































4.2. VALUTAZIONE DELLA SENSAZIONE 
DOLORIFICA NEGLI ANIMALI 
DIABETICI 
 
Per poter analizzare la presenza e l’entità del dolore nelle sue varie forme di espressione 
(iperalgesia meccanica e allodinia), sono stati eseguiti due test comportamentali, ciascuno 
in grado di valutare una componente dolorifica specifica:  
-  test di Randall-Selitto, per l’iperalgesia meccanica (Fig. 23A). 
-  test di Von Frey, per l’allodinia meccanica (Fig. 23B). 
Come riportato in figura 23A e 23B, già ad un mese dall’insorgenza della patologia 
diabetica si osserva un’abbassamento della soglia dolorifica in entrambi i test. Nel test di 
Randall Selitto il trattamento con DHT contrasta completamente questa diminuzione (Fig. 
23A), mentre il 3α-diolo risulta inefficace. Per quanto riguarda il test di Von Frey, 
solamente il trattamento con il 3α-diolo sembra esercitare un effetto analgesico anche se 
non contrasta completamente l’effetto del diabete (Fig. 23B). Il trattamento con DHT è 
inefficace su questo parametro.  
 
 





















Figura 23. Effetto del diabete in presenza o assenza del trattamento con DHT o 3α-diolo 
sull’ iperalgesia meccanica e sull’allodinia tattile. (A), la soglia di iperalgesia meccanica 
è stata quantificata mediante il test di Randall Selitto. (B), la soglia dell’allodinia tattile è 
stata valutata con il test di Von Frey. Il diabete induce lo sviluppo di iperalgesia 
meccanica (A) e di allodinia tattile (B) nella zampa dei ratti. La somministrazione di DHT 
impedisce l’iperalgesia meccanica (A), mentre la somministrazione di 3α-diolo riduce 
l’allodinia tattile (B). Per l’analisi statistica è stata eseguita un’analisi della varianza ad 
una via (One-Way ANOVA) seguita dal post-test Tukey-Kramer. I  dati sono espressi  
come media ± SEM *p< 0.05, **p< 0.01, ***p<0.001 vs CTR; #p< 0.05 vs STZ (n=12 per 
ogni gruppo). 































4.3. LIVELLI DI ESPRESSIONE DELLE 
PROTEINE PRE- E POST-SINAPTICHE E 
RILASCIO DI GLUTAMMATO NEI RATTI 
DIABETICI 
 
Gli effetti del DHT e del 3α-diolo sono stati valutati nelle componenti pre- e post-
sinaptiche della trasmissione glutammatergica. L’espressione delle proteine pre-sinaptiche, 
come sinapsina-1 e sintaxina-1 (Fig.24) sono state valutate nelle corna dorsali del midollo 
spinale. Il diabete induce un aumento di espressione di entrambe queste proteine e il 
trattamento con DHT (Figura 24A, B e C), ma non con 3α-diolo (Figura 24 D, E e F), è in 
grado di contrastare completamente questo aumento. In accordo, come riportato in figura 
25, il rilascio basale endogeno (pannello A) e quello stimolato con KCl (pannello B) di 
glutammato aumenta nei sinaptosomi isolati dalle corna dorsali del midollo spinale dei ratti 
STZ rispetto al gruppo CTR. Il trattamento con DHT o 3α-diolo contrasta completamente 
l’effetto dell’STZ (Fig. 25). 
L’espressione delle proteine post-sinaptiche, PSD-95, GluN1, GluN2A e GluN2B è stata 
analizzata nei TIF isolati dalle corna dorsali del midollo spinale, ma nessuna delle proteine 
analizzate viene influenzata dal diabete (Fig. 26). 










Figura 24. Effetto del diabete in presenza o assenza del trattamento con DHT 
sull’espressione delle proteine presinaptiche nelle corna dosrsali del midollo spinale. (A), 
Western blot rappresentativo di Sinapsina-1 e di Sintaxina-1. (B, C), I livelli di Sinapsina-
1 (B) e di Sintaxina-1 (C) sono stati normalizzati rispetto all’α-tubulina. Per l’analisi 
statistica è stata eseguita un’analisi della varianza ad una via (One-Way ANOVA) seguita 
dal post-test Tukey-Kramer. I  dati sono espressi  come media ± SEM ed espressi come 
percentuale dei valori rispetto al gruppo non diabetico (CTR)  **p< 0.01 vs CTR; #p< 












































































Figura 25. Effetto del diabete in presenza o assenza del trattamento 3α-diolo 
sull’espressione delle proteine presinaptiche nelle corna dosrsali del midollo spinale. 
(D), Western blot rappresentativo di Sinapsina-1 e di Sintaxina-1. (E, F), I livelli di 
Sinapsina-1 (E) e di Sintaxina-1 (F) sono stati normalizzati rispetto all’α-tubulina. Per 
l’analisi statistica è stata eseguita un’analisi della varianza ad una via (One-Way ANOVA) 
seguita dal post-test Tukey-Kramer. I  dati sono espressi  come media ± SEM ed espressi 
come percentuale dei valori rispetto al gruppo non diabetico (CTR) *p< 0.05, **p< 0.01 





































































             
 
 
Figura 26. Effetto del diabete in presenza o assenza del trattamento con DHT o 3α-diolo 
sul rilascio basale ed evocato di glutammato nelle corna dosrsali del midollo spinale. (A), 
Rilascio basale di glutammato. (B), Rilascio di glutammato evocato con KCl. Il diabete 
induce un aumento del rilascio di glutammato sia basale che evocato misurato nei 
sinaptosomi isolati dalle corna dorsali del midollo spinale. Il trattamento con DHT e 3α-
diolo contrasta questo aumento. Per l’analisi statistica è stata eseguita un’analisi della 
varianza ad una via (One-Way ANOVA) seguita dal post-test Tukey-Kramer. I  dati sono 
espressi come media ± SEM ***p< 0.001 vs CTR; ###p< 0.001 vs STZ (A: n=8 CTR e n=7 
per STZ, DHT e 3α-diolo. B: n=9 per CTR e DHT; n=6 per STZ e 3α-diolo).  





















   
   











































































Figura 27. Effetto del diabete sui livelli di PSD-95, GluN1, GluN2A e GluN2B nelle 
corna dosrsali del midollo spinale. Le proteine post-sinaptiche sono state analizzate 
mediante Western blot sulla frazione post-sinaptica insolubile al triton (TIF) ottenuta dalle 
corna dorsali del midollo spinale. (A), Western blot rappresentativo. (B), Livelli di PSD-
95, GluN1, GluN2A e GluN2B espressi come percentuale dei valori rispetto al gruppo non 
diabetico (CTR). Per l’analisi statistica è stata eseguito il t test di Student. I dati sono 










































4.4. FOSFORILAZIONE DEL RECETTORE 
NMDA  
L’attività del recettore NMDA è modulata dalla fosforilazione mediata da diverse proteine 
con attività chinasica, in particolare, dalla PKC e di Src (Xiong et al., 1998; Yu et al., 
1997). Come mostrato in figura 26, il diabete aumenta la fosforilazione Src-dipendente 
della subunità GluN2B in Tirosina 1472 (pGluN2B Y1472; Fig. 25A e B). Il trattamento 
con DHT è in grado di contrastare l’aumento di pGluN2B evocato dal diabete (Fig. 25A e 
B), mentre il trattamento con 3α-diolo risulta inefficace (dati non mostrati). Dall’altro lato 
il diabete non influenza la fosforilazione PKC-dipendente di GluN1 sulla Ser896 (pGluN1 














































Figura 28. Effetto del diabete in presenza o assenza del trattamento con DHT o 3α-diolo 
sui livelli pGluN2B nelle corna dorsali del midollo spinale. 
I livelli di GluN2B fosforilato in tirosina 1472 (pGluN2B) sono stati valutati mediante 
Western blot eseguito sulle frazioni post-sinaptiche insolubili al triton (TIF) ottenute dalle 
corna dorsali del midollo spinale. (A-D). Western blot rappresentativo di pGluN2B. (B, 
D), Livelli di pGluN2B normalizzati sui livelli di GluN2B totale ed espressi come 
percentuale dei valori rispetto al gruppo non diabetico (CTR). Per l’analisi statistica è 
stata eseguita un’analisi della varianza ad una via (One-Way ANOVA) seguita dal post-
test Tukey-Kramer (B) o il t test di Student (D). I  dati sono espressi come media ± SEM 











































Figura 29. Effetto del diabete in presenza sui livelli di pGluN1 nelle corna dorsali del 
midollo spinale. 
I livelli di GluN1 fosforilato in serina 896 (pGluN1 S896) sono stati valutati mediante 
Western blot eseguito sulle frazioni post-sinaptiche insolubili al triton (TIF) ottenute dalle 
corna dorsali del midollo spinale. (A,B). Western blot rappresentativo di pGluN1 (A). 
Livelli di pGluN1 espressi come percentuale dei valori rispetto al gruppo non diabetico 
(CTR) (B). Per l’analisi statistica è stata eseguito il t test di Student. I dati sono espressi 



































4.5. ESPRESSIONE DELLA SOSTANZA P, 
ATTIVAZIONE GLIALE E TSPO 
 
L’analisi dell’espressione genica della SP nei gangli delle radici dorsali ha rivelato un 
aumento di espressione negli animali diabetici che viene completamente contrastato in 
seguito al trattamento con 3α-diolo (Fig. 27). Al contrario, il trattamento con DHT non ha 
effetto sulla modulazione di questo parametro. 
La valutazione del numero delle cellule immunoreattive alla GFAP nelle lamine I e II delle 
corna dorsali del midollo spinale ha mostrato che il diabete induce un aumento di questo 
parametro. Sia il trattamento con DHT che con il 3α-diolo sono in grado di diminuire 
significativamente il numero delle cellule immunreattive alla GFAP negli animali diabetici 
(Fig.28). 
Inoltre il diabete è in grado di indurre, sempre nelle corna dorsali del midollo spinale, un 
aumento dei livelli di mRNA di TLR4 (Fig.29A), di citochine pro-infiammatorie, come  Il-
1ß (Fig.30) e TNF-α (Fig.29B) e di citochine anti-infiammatorie, come TGFß-1 (Fig. 29C) 
e di TSPO (Fig. 29D). 
Il trattamento con 3α-diolo è in grado di opporsi agli effetti osservati su tutti questi 
parametri (Fig. 29A-D e 30). Il trattamento con DHT è efficace nel modulare l’espressione 
genica di Il-1ß (Fig. 30) ma non l’espressione di TLR4, TNF-α, TGFß-1 e TSPO. 
L’aumento di espressione di SP è stato osservato anche nelle colture cellulari primarie di 
DRG trattate con solo glucosio. Il trattamento con 3α-diolo e con muscimolo (agonista 
selettivo del recettore GABA-A) è in grado di opporsi a tale aumento, mentre il trattamento 
con bicucullina (antagonista del recettore GABA-A) sembra bloccare l’azione inibitoria del 
3α-diolo sull’espressione della SP, facendo quindi ipotizzare che l’inibizione 
dell’espressione della SP sia mediata dall’attivazione specifica e selettiva del recettore 
GABA-A. 
 Nessun effetto, infatti, è stato osservato in seguito al trattamento delle cellule con DHT 
(Fig. 34) 
 







Figura 30. Effetto del diabete in presenza o assenza del trattamento con DHT o 3α-diolo 
sui livelli di espressione dell’mRNA della SP nei DRG. I livelli di mRNA della SP sono 
stati valutati nei DRG del gruppo non diabetico (CTR), diabetico (STZ),  diabetico trattato 
con DHT (STZ+DHT) e diabetico trattato con 3α-diolo (STZ+3α-diolo). Per l’analisi 
statistica è stata eseguita un’analisi della varianza ad una via (One-Way ANOVA) seguita 
dal post-test Tukey-Kramer. I  dati sono espressi come media ± SEM *p< 0.05 vs CTR; 













































































Figura 31. Effetto del diabete in presenza o assenza del trattamento con DHT o 3α-diolo 
sul numero degli astrociti immunoreattivi alla GFAP nelle corna dorsali del midollo 
spinale. Immagine rappresentativa delle corna dorsali del midollo spinale immunoreattive 
alla GFAP: (A,B), animali controllo; (C,D), animali diabetci; (E,F), animali diabetici 
trattati con DHT; (G,H), animali diabetici trattati con 3α-diolo. A, C, E e G, vista 
panoramica. B,D,F e H, ingrandimento della lamina I-III. Scala:100 µm (A,C,E e G) e 30 
µm (B,D,F e H). Pannello inferiore: numero delle cellule immunoreattive alla GFAP per 
mm3 nel gruppo CTR, STZ, STZ+DHT e STZ+3α-diolo. Per l’analisi statistica è stata 
eseguita un’analisi della varianza ad una via (One-Way ANOVA) seguita dal post-test 
Tukey-Kramer. I  dati sono espressi come media ± SEM ***p< 0.001 vs CTR; ##p< 0.01,  
###p< 0.001 vs STZ (n=8 per CTR; n=7 per STZ; n=10 per DHT e 3α-diolo).  
 








































































Figura 32. Effetto del diabete in presenza o assenza del trattamento con DHT e 3α-diolo 
sui livelli di mRNA di TLR4, TNF-α, TGFß-1 e TSPO nelle corna dorsali del midollo 
spinale. I livelli di mRNA di TLR4 (A, E), TNF-α (B, F), TGFß-1 (C, G) e TSPO (D, H) 
sono stati misurati nelle corna dorsali del midollo spinale degli animali non diabetici 
(CTR), diabetici (STZ) e diabetici trattati con DHT (STZ+DHT) o con 3α-diolo (STZ+3α-
diolo). Per l’analisi statistica è stata eseguita un’analisi della varianza ad una via (One-
Way ANOVA) seguita dal post-test Tukey-Kramer. I dati sono espressi come media ± SEM 
















































































































































































































































Figura 33. Effetto del diabete in presenza o assenza del trattamento con DHT o 3α-diolo 
sui livelli di mRNA di IL-1ß nelle corna dorsali del midollo spinale. I livelli di mRNA di 
IL-1ß sono stati misurati nelle corna dorsali del midollo spinale degli animali non 
diabetici (CTR), diabetici (STZ), diabetici trattati con DHT e diabetici trattati con 3α-
diolo. Per l’analisi statistica è stata eseguita un’analisi della varianza ad una via (One-
Way ANOVA) seguita dal post-test Tukey-Kramer. I  dati sono espressi come media ± SEM  
**p< 0.01 vs CTR; #p< 0.05 vs STZ (n=6 per ogni gruppo). 
 

































Figura 34. Effetto del glucosio in presenza o assenza del trattamento con DHT, 3α-diolo, 
muscimolo, bicucullina sui livelli di espressione dell’mRNA della SP nelle colture 
cellulari primarie di DRG. I livelli di mRNA della SP sono stati valutati nelle colture 
cellulari primarie di DRG in presenza di glucosio (GLU), glucosio e DHT (GLU+DHT), 
glucosio e 3α-diolo (GLU+3α-diolo), glucosio e muscimolo (GLU+Muscimolo), glucosio, 
3α-diolo e bicucullina (GLU+3α-diolo+Bic). Per l’analisi statistica è stata eseguito il t 
test di Student. I  dati sono espressi come media ± SEM *p< 0.05 vs CTR; #p< 0.05 vs 



























































I nostri studi condotti in ratti resi diabetici mediante una singola iniezione intraperitoneale 
di STZ indicano che un mese di diabete induce una diminuzione statisticamente 
significativa della soglia di nocicezione meccanica e di allodinia tattile. Questi 
cambiamenti funzionali sono associati a modificazioni delle componenti pre- e post-
sinaptiche osservate nelle corna dorsali del midollo spinale. Infatti, abbiamo rilevato un 
aumento significativo dei livelli delle proteine pre-sinaptiche Sinapsina-1 e Sintaxina-1 
nelle corna dorsali degli animali diabetici, che correla con un aumento del rilascio di 
glutammato sia basale che stimolato. Questi risultati sono in accordo con l’osservazione 
che la delezione genica di Sinapsina porta ad una diminuzione del rilascio di glutammato e 
del numero delle vescicole sinaptiche nelle corna dorsali del midollo spinale di topo 
(Bogen et al., 2006) e causa una riduzione del dolore neuropatico in un modello 
sperimentale di danno al nervo (Schmidtko et al., 2008). Per questo motivo è ipotizzabile 
che l’aumento dell’espressione di Sinapsina-1 osservata nelle corna dorsali degli animali 
diabetici possa essere correlata con la diminuzione della soglia di nocicezione meccanica e 
di allodinia tattile osservata in questi animali. 
Al contrario di quanto accade nel compartimento pre-sinaptico, non viene osservato alcun 
effetto del diabete sull’espressione delle principali proteine post-sinaptiche, come PSD-95, 
GluN1, GluN2A e GluN2B nella frazione insolubile al Triton (TIF) ottenuta dalle corna 
dorsali del midollo spnale, indicando quindi che la conformazione morfo-strutturale della 
post-sinapsi e la densità recettoriale NMDA non viene influenzata dalla PDN. Comunque 
nella post-sinapsi l’analisi della fosforilazione attivante Src-dipendente di GluN2B in 
tirosina 1472 (pGluN2B) ha rilevato un effetto del diabete: gli animali trattati con STZ 
mostrano un significativo aumento dei livelli di pGluN2B rispetto al gruppo controllo. È 
noto che la fosforilazione Src-dipendente potenzia la funzione dei recettori NMDA 
aumentando il tempo di apertura del canale e le probabilità di legare la glicina e il 
glutammato, portando così ad un aumento delle correnti depolarizzanti (Lavezzari et al., 
2003; Nakazawa et al., 2001; Prybylowski et al., 2005). Inoltre, l’aumentata fosforilazione 
di GluN2B sembra essere associata ad infiammazione e a dolore neuropatico come 
dimostrato da diversi studi (Gogas, 2006; Liu et al., 2008; Qiu et al., 2011; Yang et al., 
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2011). Per questo motivo l’aumento dei livelli di pGluN2B osservato nelle corna dorsali 
degli animali del gruppo STZ potrebbe essere correlato sia con una diminuzione della 
soglia di nocicezione meccanica e di allodinia tattile sia con l’aumento della trasmissione 
glutammatergica osservata in questo modello (Calcutt et al., 1997; Malcangio et al., 1998; 
Tomiyama et al., 2005). 
È stata anche analizzata la fosforilazione PKC-dipendente di GluN1 in serina 896 
(pGluN1), poiché precedentemente è stato riportato che i livelli di pGluN1 risultano 
aumentati nel midollo spinale degli animali diabetici (Daulhac et al., 2011; Rondon et al., 
2010). Tuttavia, nelle nostre condizioni sperimentali non è stato osservato alcun 
cambiamento significativo dei livelli di pGluN1. L’apparente discordanza rispetto ai 
risultati da noi ottenuti potrebbe essere dovuta al fatto che nel nostro lavoro sono state 
usate dosi più basse di STZ e che le nostre analisi sono state condotte limitatamente alla 
frazione post-sinaptica delle corna dorsali; quindi, non è possibile escludere che avvengano 
alterazioni a carico di pGluN1 in altre frazioni del midollo spinale come osservato da altri 
ricercatori. 
Come ampiamente descritto nei vari dati presenti in letteratura è consolidata l’idea che 
ruolo chiave nella patofisiologia del dolore e nella neuroinfiammazione è svolto dalla SP, 
importante neuromodulatore della trasmissione nocicettiva (Lindsay C. et al., 2001). 
La SP è sintetizzata nel corpo cellulare dei neuroni sensoriali localizzati nei gangli spinali e 
quando uno stimolo nocicettivo investe tali fibre la SP viene rilasciata nelle corna dorsali 
del midollo spinale dove esplicherà funzioni nocicettive e pro-infiammatorie stimolando 
sia il rilascio di glutammato sia l’attivazione astrogliale. 
In accordo con questa osservazione, noi abbiamo dimostrato che l’espressione genica della 
SP aumenta nei DRG dopo un mese di diabete. Come riportato in diversi modelli 
sperimentali di dolore neuropatico, un aumento dell’espressione della SP è associato ad un 
aumento della reattività astrocitaria e al conseguente rilascio di citochine (Ji et al., 2013; 
Dauch et al., 2012; Milligan et al., 2009; Watkins et al., 2003). Infatti, nel nostro modello 
di PDN è stato osservato un aumento del numero degli astrociti immunoreattivi alla GFAP 
ed un aumento dell’espressione genica di citochine pro-infiammatorie (IL-1ß e TNF-α) ed 
anti-infiammatorie (TGFß-1) nelle corna dorsali del midollo spinale degli animali 
diabetici. Uno dei possibili meccanismi coinvolti nella produzione di citochine è 
l’attivazione del recettore TLR4 (Akira et al., 2006; Janeway et al., 2002), che non solo 
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innesca una cascata di trasduzione di segnale con produzione finale di mediatori 
dell’infiammazione, ma svolge anche un ruolo chiave nel dolore neuropatico (Wei et al., 
2013) in modelli sperimentali di diabete (Yan et al., 2012). 
Inoltre, è importante sottolineare come la SP sia in grado di stimolare la via di trasduzione 
del segnale a valle di TLR4 (Tamizhselvi et al., 2011; Tancowny et al., 2010): 
l’espressione di TLR4 aumenta nelle corna dorsali dei ratti diabetici e tale evento correla 
con l’incremento dei livelli di SP nei DRG, con l’aumento di espressione genica delle 
citochine pro- e anti-infiammatorie e con il numero degli astrociti immunoreattivi alla 
GFAP nelle corna dorsali del midollo spinale. 
L’aumento dell’espressione di TLR4 potrebbe avere conseguenze sulla steroidogenesi 
locale, poiché in un altro modello sperimentale di dolore neuropatico (ligazione del nervo 
spinale) è stata dimostrata che l’up-regolazione di TSPO viene contrastata bloccando 
farmacologicamente TLR4 (Wei et al., 2013). Anche nel nostro modello di PDN si osserva 
un aumento dell’espressione genica di TSPO che correla con l’aumento di espressione di 
TLR4, facendo ipotizzare un possibile aumento compensatorio della sintesi degli steroidi 
neuroattivi nel tessuto in esame. 
Gli steroidi neuroattivi, infatti, esercitano molti effetti neuroprotettivi in diversi modelli 
sperimentali (Brinton, 2013; Brinton et al., 2006; Garcia-Segura et al., 2009; Giatti et al., 
2012; Kipp et al., 2012; Melcangi et al., 2010; Melcangi et al., 2011; Panzica et al., 2012; 
Schumacher et al., 2012), inclusa la neuropatia diabetica (Leonelli et al., 2007; Pesaresi et 
al., 2010a; Pesaresi et al., 2011; Roglio et al., 2007). Altri studi hanno dimostrato che 
queste molecole sono efficaci nella modulazione del dolore neuropatico (Goodchild et al., 
2000; Jevtovic-Todorovic et al., 2009; Mensah-Nyagan et al., 2009; Patte-Mensah et al., 
2013; Todorovic et al., 2004; Winter et al., 2003). Finora, a parte alcune eccezioni 
(Edinger et al., 2004; Kibaly et al., 2008; Mensah-Nyagan et al., 2008) l’effetto del 
testosterone e dei suoi metaboliti, DHT) e 3α-diolo, sul dolore neuropatico è stato poco 
studiato. In questo lavoro noi abbiamo osservato ad un mese dall’induzione del diabete con 
STZ una riduzione di DHT nel midollo spinale, in accordo con risultati di altri studi che 
mostrano una riduzione significativa dei livelli di DHT e 3α-diolo nel midollo spinale di 
ratti maschi a 3 mesi dall’induzione del diabete (Pesaresi et al., 2010b). Per quanto 
riguarda il 3α-diolo i nostri risultati indicano che ad un mese di diabete la sua 
concentrazione nel midollo spinale tende solo a diminuire senza raggiungere la 
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significatività statistica.  
I risultati ottenuti dai test comportamentali eseguiti in questo lavoro indicano che il DHT e 
il 3α-diolo esercitano attività analgesiche sulla PDN con meccanismi diversi. Il DHT è in 
grado di contrastare gli effetti esercitati dal diabete sulla soglia di nocicezione meccanica 
mentre il 3α-diolo è efficace sull’allodinia tattile. Una simile dicotomia di effetti è stata 
osservata anche su altri parametri. Infatti, la somministrazione del DHT, a differenza del 
3α-diolo, contrasta negli animali diabetici l’aumento dell’espressione delle proteine pre-
sinaptiche (Sinapsina-1 e Sintaxina-1) e della fosforilazione attivante della subunità 
GluN2B del recettore NMDA, come anche il rilascio di glutammato, sia basale che 
evocato. Questi effetti sono anche associati ad una diminuzione del numero degli astrociti 
immunoreattivi alla GFAP e dell’espressione di IL-1ß. L’effetto del DHT sulla reattività 
astrogliale potrebbe essere dovuto ad una duplice azione: i) un effetto indiretto sul rilascio 
di glutammato. Infatti, l’attività principale delle cellule astrogliali è la captazione 
dell’eccesso di glutammato intersinaptico che potrebbe causare eccitotossicità e 
neurodegenerazione neuronale (Milligan et al., 2009; Watkins et al., 2003). Quindi 
l’aumentato rilascio di glutammato basale da noi osservato negli animali diabetici potrebbe 
causare un aumento della attività di queste cellule deputate alla difesa del tessuto nervoso e 
il trattamento con il DHT, diminuendone il rilascio, potrebbe determinare uno spegnimento 
dell’astrogliosi; ii) un’azione diretta sugli astrociti che sono in grado di esprimere AR 
(Garcia-Segura et al., 2006). È interessante notare che, anche se non ci sono evidenze in 
letteratura che riguardano il sistema nervoso, l’interazione del DHT con AR è in grado di 
diminuire l’espressione di IL-1ß nei tessuti periferici (Angele et al., 1999; Beauregard et 
al., 2004; Khalkhali-Ellis et al., 2002; Xu et al., 2011); è quindi ipotizzabile che la 
diminuzione dell’espressione di tale citochina possa essere dovuta ad una azione diretta del 
DHT sulle cellule del sistema nervoso. 
Viviani e collaboratori (Viviani et al., 2003) hanno dimostrato che l’IL-1ß è coinvolta nella 
fosforilazione Src-dipendente della subunità GluN2B in colture primarie neuronali 
ippocampali di ratto; in accordo con quanto da loro osservato, abbiamo riscontrato negli 
animali diabetici un aumento di espressione genica di tale citochina che correla con un 
aumento di espressione proteica della subunita pGluN2B.   
Diversamente dal DHT il trattamento con 3α-diolo è in grado di diminuire l’espressione 
della SP nei DRG degli animali diabetici.  
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Il rilascio di glutammato e di SP sono strettamente interconnessi. Alcuni ricercatori hanno 
supposto che nel terminale pre-sinaptico delle afferenze sensoriali primarie siano 
localizzati dei recettori NMDA, la cui attivazione da parte del glutammato, stimoli il 
rilascio di SP. Questa è invece in grado di inibire il suo stesso rilascio, in seguito 
all’interazione con il proprio recettore NK-1 a livello pre-sinaptico, innescando così un 
meccanismo a feedback negativo. L’attivazione del recettore NMDA, al contrario, 
favorisce l’internalizzazione di questi recettori NK-1, opponendosi così al feedback 
negativo e quindi stimolando un continuo rilascio della SP dai DRG (Malcangio et al., 
1998); il rilascio di glutammato dalle corna dorsali del midollo spinale è inoltre stimolato 
dalla azione diretta della stessa SP mediata da NK-1 (Kangrga et al., 1990), innescando 
così un meccanismo di amplificazione della trasmissione dolorifica. È quindi ipotizzabile 
che il 3α-diolo sia in grado di inibire questo processo di auto-alimentazione agendo 
direttamente sui gangli delle radici dorsali ed influenzando così indirettamente il rilascio di 
glutammato SP-mediato. 
Come il DHT, anche il 3α-diolo è anche in grado di ridurre il numero delle cellule 
immunoreattive alla GFAP e l’espressione non solo di IL-1ß, ma di TNF-α, TGF-ß1 e 
TSPO. 
Complessivamente questi risultati suggeriscono che il DHT e il 3α-diolo utilizzano diversi 
meccanismi d’azione per esercitare il loro effetto analgesico nella PDN. A questo riguardo, 
è importante ricordare che il 3α-diolo diversamente dal DHT non interagisce con il 
recettore AR (Roselli et al., 1987), ma interagisce con il recettore degli estrogeni (ER-ß) o 
con recettori steroidei non classici tra cui il recettore GABA-A (Frye et al., 1996; Gee et 
al., 1998). Come ampiamente dimostrato, tutti questi recettori sono espressi sia a livello 
neuronale che astrocitario (Garcia-Segura et al., 2006; Panzica et al., 2012). Per questo 
motivo una possibile ipotesi sulla dicotomia degli effetti da noi osservati è che siano dovuti 
all’interazione con AR nel caso del DHT e con ER-ß e/o GABA-A nel caso del 3α-diolo. 
A supporto di questa ipotesi alcuni studi condotti nel nostro laboratorio su colture cellulari 
primarie di DRG isolati da ratti maschi adulti di ceppo Sprague Dawley e trattati con 
glucosio per mimare la condizione iperglicemica del diabete hanno dimostrato un’azione 
inibitoria specifica mediata dal recettore GABA-A sull’espressione genica della SP. In 
particolare, è stato da noi osservato un aumento dell’espressione della SP nelle cellule 
trattate con glucosio, aumento che il trattamento con 3α-diolo e muscimolo è in grado di 
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contrastare. In seguito al trattamento con DHT, invece, non è stato osservato alcun effetto 
sull’espressione genica della SP, suggerendo che l’attivazione del recettore AR non sembra 
essere coinvolto nella regolazione dell’espressione di questo gene; al contrario, il 
trattamento con bicucullina combinato con il 3α-diolo sembra in grado inibire l’azione di 
quest’ultimo, dimostrando quindi un’ azione specifica sull’inibizione dell’espressione della 
SP mediata dall’attivazione del recettore GABA-A.  
 Poiché il 3α-diolo può essere retroconvertito in DHT (Melcangi et al., 2008) e poiché la 
somministrazione di 3α-diolo aumenta significativamente i livelli di DHT nel midollo 
spinale, l’azione del 3α-diolo potrebbe essere in parte mediata dal suo precursore. Ma, 
sebbene il 3α-diolo aumenti i livelli di DHT nel midollo spinale, non è in grado di mimare 
pienamente gli effetti di quest’ultimo. Tutto ciò suggerisce che l’attivazione di ER-ß e/o 
del recettore GABA-A da parte del 3α-diolo potrebbe inibire alcune delle azioni del DHT. 
Una possibile ipotesi potrebbe essere una down-reglazione dell’espressione di AR; infatti è 
stato osservato, sebbene in un modello cellulare, una diminuzione dell’espressione di AR 
in seguito all’attivazione di ER-ß (Bektic et al., 2004). Esperimenti futuri con i ligandi di 
ER-ß o del recettore GABA-A saranno necessari per chiarire il loro coinvolgimento nel 
dolore neuropatico. 
In conclusione, i nostri risultati indicano che il DHT e il 3α-diolo attraverso differenti 
meccanismi esplicano attività analgesiche sulla PDN. Questi risultati suggeriscono che, 
almeno per quanto riguarda i pazienti maschi, i metaboliti del testosterone sono dei validi 
candidati per il trattamento della PDN.  
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